UNIVERZITET U BEOGRADU

BIOLOSKI FAKULTET

Jelena S. Matejic

BIOLOSKA AKTIVNOST ETARSKIH
ULJA | EKSTRAKATA ODABRANIH
VRSTA IZ FAMILIJE APIACEAE

Doktorska disertacija

Beograd, 2013.



UNIVERSITY OF BELGRADE

FACULTY OF BIOLOGY

Jelena S. Matejic

BIOLOGICAL ACTIVITY OF ESSENTIAL
OILS AND EXTRACTS OF SELECTED
SPECIES FROM APIACEAE FAMILY

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2013



KOMISIJA:

Dr Petar D. Marin, redovni profesor,
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu,
Mentor

Dr Ana Dzami¢, docent,
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu,
Mentor

Dr Marina Sokovi¢, nau¢ni savetnik,
IBI ,,Sinisa Stankovi¢* Univerziteta u Beogradu

Dr Vladimir Randelovi¢, redovni profesor,
Prirodno-matematicki fakultet Univerziteta u Nisu

Datum odbrane:

Beograd,




Osa dokmopcka oucepmayuja ypahena je Ha.
Kameopu 3a wmopgonozujy u cucmemamuxy o6umka, buonowkoe daxyimema,
Yuueepsumema y beoepaoy,
Unemumymy 3a nexosumo oume ,,/[p Jocugp Ilanuuh”,
Hnemumymy 3a 6uonowrxa ucmpasxcusaroa ,, Cunuwa Cmankoguh”,

IIpupoono-mamemamuuxom axyamemy y Huuy.

H3pada ooxkmopcke oucepmayuje je peanuzoeana y oxeupy npojexma Munucmapcmea

npoceeme, Hayke u mexunonowkoe passoja Penyoauxe Cpouje op. 173029.

Jloxmopcka oucepmayuja pahena je noo menmopcmeom npogh. op Ilempa Mapuna u
ooyenma Op Ane [lamuh, kojuma uckasyjem 6enuxy 3ax6amrHOCm HA U300PY U KOHYUNUPAILY
meme Kao u na pasymesarsy u nomohu. Taxohe, 3axeannocm oyeyjem u unanosuma Komucuje sa
oyeny doxmopcke oucepmayuje op Mapunu Coxosuli u npogh. op Braoumupy Panhenosuhy.

Hajnenwe ce 3axsamyjem u doyenmy op Tamjanu Muxajunoe-Kpcmee ca Ipupoono-
Mamemamuuxoe ¢paxynimema y Huwiy, Ha ceecponoj nomohu u noopuyu.

Xeana u ceum konezenuyama u koneeama ca Oocexka 3a buono2ujy u eKoao2ujy Koju cy
Ha OUNO KOju HAYUH ROMO2TIU Y U3paou oge oucepmayuje.

beckpajny s3axeannocm Oyeyjem c80joj NOpoOuyu, NO20MOBO pooUmesUMd, Ha
be3pesepsnoj noopuiyu. Benuxy 3axeannocm oyzyjem u ceom momky Cphany na eeauxoj nyoasu.

Osaj pao ne bu ycneo 6e3 Mojux npujamesoa, Kojuma oy2yjem 6eIuKo Xeand.

Jenena Mamejuh



Bioloska aktivnost etarskih ulja i ekstrakata odabranih vrsta iz familije Apiaceae

REZIME

U ovom radu analizirana je bioloska aktivnost etarskih ulja i ekstrakata slede¢ih
vrsta familije Apiaceae: Eryngium serbicum Panci¢, Seseli pallasii Besser, Seseli
libanotis (L.) Koch subsp. libanotis, Seseli libanotis (L.) Koch subsp. intermedium
(Rupr.) P. W. Ball, Peucedanum officinale L., Peucedanum longifolium W. et K.,
Peucedanum aegopodioides (Boiss.) Vand., Peucedanum alsaticum L., Pastinaca sativa
L., Heracleum sphondylium L., Tordylium maximum L., Cachrys cristata DC. i
Opopanax hispidus (Friv.) Griseb. Biljni materijal je ekstrahovan metanolom, acetonom
i etil-acetatom, dok su vodeni ekstrakti liofilizirani. Etarska ulja navedenih vrsta i
odabrani ekstrakti su testirani sa aspekta antimikrobne i antioksidativne aktivnosti. Kao
pozitivne kontrole korisé¢eni su komercijalni antibiotici i antimikotici, a u testovima za
utvrdivanje antioksidativne aktivnosti BHA i vitamin C. Antimikrobna aktivnost
etarskih ulja i ekstrakata testirana je na: Gram-negativne bacterije (Escherichia coli,
Pseudomons aeruginosa, Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis i
Enterobacter cloacae) i Gram-pozitivne bacterije (Listeria monocytogenes, Bacillus
cereus, Micrococcus flavus i Staphylococcus aureus), kao i na mikromicete (Aspergillus
niger, A. ochraceus, A. versicolor, A. fumigatus, Penicillium funiculosum, P.
ochrochloron, Trichoderma viride i Candida albicans). Kompozicija etarskih ulja je
analizirana koris¢enjem GC 1 GC/MS metoda. Metoda mikrodilucije na
mikrotitracionim plo€ama je koriS¢ena za testiranje antimikrobne aktivnosti.
Odredivane su minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne/fungicidne koncentracije
(MIC 1 MBC/MEFC). DPPH 1 ABTS analize, kao 1 ukupan sadrzZaj fenola i flavonoida, su
koris¢ene za odredivanje antioksidativne aktivnosti.

Etarsko ulje Eryngium serbicum je bilo najefikasniji antimikrobni agens, a slede
ga ulja vrste roda Peucedanum, dok je etarsko ulje Seseli pallasii imalo najnizu
antimikrobnu aktivnost. Acetonski i etil-acetatni ekstrakti su imali bolji antimikrobni
potencijal od metanolnih i vodenih ekstrakata. Salmonella typhimurium je najosetljivija

bakterija, dok je Listeria monocytogenes, pokazala dobru otpornost na ispitivana ulja i



ekstrakte. Rezultati testiranih gljiva pokazuju da je Aspergillus ochraceus bila
najosetljivija, dok je Candida albicans bila najrezistentnija.

Vodeni ekstrakti su bili najefikasniji u neutralizaciji DPPH radikala, dok su
acetonski ekstrakti bili najefikasniji kod ABTS testa. Ekstrakti Peucedanum officinale

su pokazali najbolju antioksidativnu aktivnost.

Kljuéne reci: Apiaceae, etarska ulja, ekstrakti, GC/MS, antimikrobna aktivnost,
antioksidansi

Naué¢na oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Morfologija, fitohemija i sistematika biljaka

UDK: 582.794.1: [581.135.5 + 678. 048 + 547.56] (043.3)



Biological activities of essential oils and extracts of selected Apiaceae species

ABSTRACT

In this work the biological activity of essential oils and extracts from following
Apiaceae species was analyzed: Eryngium serbicum Panci¢, Seseli pallasii Besser,
Seseli libanotis (L.) Koch subsp. libanotis, Seseli libanotis (L.) Koch subsp.
intermedium (Rupr.) P. W. Ball, Peucedanum officinale L., Peucedanum longifolium W.
et K., Peucedanum aegopodioides (Boiss.) Vand., Peucedanum alsaticum L., Pastinaca
sativa L., Heracleum sphondylium L., Tordylium maximum L., Cachrys cristata DC.,
Opopanax hispidus (Friv.) Griseb. Herbal samples, were extracted with methanol,
acetone and ethil-acetate, while aqueous extracts were dried by freeze-dryer. Essential
oils of above species, and selected extracts were evaluated for their antimicrobial and
antioxidant activities. As a positive control commercial antibiotics and fungicides were
used, while BHA and Vitamin C were used in antioxidant test. The antimicrobial
activity of essential oils and extracts was investigated against: Gram (-) bacteria
(Escherichia coli, Pseudomons aeruginosa, Salmonella typhimurium, Salmonella
enteritidis, Enterobacter cloacae) and Gram (+) bacteria (Listeria monocytogenes,
Bacillus cereus, Micrococcus flavus, Staphylococcus aureus), and micromycetes
(Aspergillus niger, A. ochraceus, A. versicolor, A. fumigatus, Penicillium funiculosum,
P. ochrochloron, Trichoderma viride, Candida albicans). The volatile constituents were
analyzed using GC and GC/MS procedures. Microdilution method on microtitration
plates was used for antimicrobial assay. Minimum inhibitory and minimum
antibacterial/antifungal concentrations (MIC and MBC/MFC) were determined. DPPH
and ABTS assay and total phenol and flavonoid content were used for antioxidant
activity determination.

Essential oil of Eryngium serbicum was the most effective antimicrobial agents,
followed by Peucedanum species, while Seseli pallasii essential oil showed the lowest
antimicrobial activity. Acetone and ethil-acetate extracts showed better antimicrobial
potential than methanol and aquous extracts. Salmonella typhimurium were the most

susceptible bacteria, while Listeria monocytogenes, showed good resistance to all of oils



and extracts investigated. The results show that the tested micromycetes Aspergillus

ochraceus was the most sensitive, while Candida albicans was the most resistant.
Aquous extracts were the most effective DPPH radical scavangers, while

acetone extracts were the most effective at ABTS test. Exstracts of Peucedanum

officinale was with highest antioxidant activity.

Key words: Apiaceae, essential oils, extracts, GC/MS, antimicrobial activity,
antioxidants.

Scientific field: Biology

Specific scientific field: Morphology, phytochemistry and systematics of plants

UDK: 582.794.1: [581.135.5 + 678. 048 + 547.56] (043.3)



SKRACENICE

ABTS - 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)
BHA — 3-tert-butil-4-hidroksianizol

DAD - (diode array detector) — visekanalni UV detektor
DMSO — dimetil sulfoksid

DPPH — 2,2-difenil, 1-pikril hidrazil

ECso— koncentracija koja dovodi do smanjenje apsorpcije za 50%
EtOAC — etil-acetat

FC — (Folin-Ciocalteau reagent) — Folin-Kikoltov reagens

FID — (flame ionisation detector) — plameno jonizujuci detektor
GAE — galna kiselina

GC - gasna hromatografija

GC-MS — gasna hromatografija sa spektrometrijom masa

H.O — voda

KIE — Kovacev (retencioni) indeks eksperimentalno odreden
KIL — Kovacev (retencioni) indeks literaturni podatak

MA — Malt — agar

MH — Mauller-Hinton bujon

MeOH — metanol

MBC — minimalna baktericidna koncentracija

MFC — minimalna fungicidna koncentracija

MIC — minimalna inhibitorna koncentracija

MS — masena spektrometrija

n.i. — nije identifikovano

Qu — kvercetin

ROS — (reaktive oxygen species) — reaktivne kiseoni¢ne vrste
RNS — (reaktive nitrogen species) — reaktivne azotne vrste

UV — (ultraviolet) — ultraljubicasto zracenje

Vitamin C — askorbinska kiselina
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1. UvOD

Familija Apiaceae Lindl. (=Umbelliferae Juss.) je jedana od najviSe istrazivanih
familija cvetnica. Vrste koje pripadaju ovoj familiji se najces¢e koriste u ishrani
(Sargarepa, paskanat, celer) i kao zaCini (korijander, anis, kim, perSun, mirodija).
Karakteristi¢an ukus 1 miris ovih biljaka potic¢e od isparljivih jedinjenja koja se nalaze u
plodovima i listovima, $to im omogucuje Siroku primenu kako u kulinarstvu, tako i u
medicinske svrhe. Familija takode obuhvata Siroko rasprostranjene korovske, kao i
otrovne vrste, ukljucujucéi ozloglaseni otrov kukute koji se koristio jo§ u staroj Grckoj
(najpoznatiji dogadaj je vezan za ,,pehar kukute" koji su Sokratu dali da ispije). SreCom,
takve zloupotrebe otrovnih biljaka su retke i iz tih razloga vrste koje pripadaju familiji
Apiaceae se izdvajaju kao vrste od velikog ekonomskog znacaja. Uprkos svojoj dugoj
taksonomskoj istoriji koja datira jo§ od Morison-a (1672) kao i najranije sistematske
studije (Constance, 1971), ova familija i dalje cexa modernu xlasifikaciju. Najnovija
istrazivanja familije (Pimenov i1 Leonov, 1993), kao i adaptacije vekovima starog
sistema Drude (1898), kritikovane su zbog upotrebe loSe definisanih dijagnosti¢kih
karaktera. Nekoliko alternativnih klasifikacija su takode predlozene (de Candolle, 1830,
Bentham, 1867; Koso-Poljansky, 1916; Cerceau-Larrival, 1962), ali ni jedna nije opste
prihvacena. Molekularni pristup je mnogo doprineo razumevanju evolucionih odnosa
vrsta u okviru familije Apiaceae. Filogenetski odnosi u okviru familije u kojima su
analizirane hloroplasne DNA sekvence (cpDNA) (Downie, Katz-Downie, Cho, 1996;
Plunkett, Soltis, Soltis, 1996; Downie i sar., 1998), cpDNA restrikcioni fragmenti
(Plunkett i Downie, 1999), xao i nuklearne ribozomalne DNK interne transkripcione
sekvence (ITS) (Downie i Katz-Downie, 1996; Downie i sar., 1998; Katz-Downie i sar.,
1999) su pokazali da su potfamilije Saniculoideae i Apioideae, monofiletske, dok je

potfamilija Hydrocotyloideae polifiletska.



1.1. Opste karakteristike familije Apiaceae

Vrste koje pripadaju familiji Apiaceae su jednogodiS$nje, dvogodiSnje ili
visegodisnje zeljaste biljke, vrlo retko poluzbunovi. Stabljika je uglavnom sa Supljim
internodijama. Iz razloga Sto imaju jace razvijen kolenhim mogu dosti¢i visinu do 3 m i
5 cm u pre¢niku. Listovi naizmeni¢no, rede naspramno rasporedeni, obi¢no krupni,
naroCito prizemni i pri osnovi stabljike, retko celi ili useCeni, najcesce jednom ili vise
puta perasto deljeni na razli¢ite nacine, tako da ise¢ci mogu biti razli¢itog oblika, nekad
sasvim tanki, koncasti. Lisna drSka ili liska pri osnovi prelazi u lisni rukavac, koji
obuhvata stabljiku. Cvetovi su sitni, dvoploni, retko jednopolni, vefinom zracne
simetrije (aktinomorfni), ponekad samo po obodu S§tita, nalaze se i zigomorfni, grupisani
u proste Stitove i tada imaju oblik glavica, a mnogo ceS¢e u sloZene Stitove, gde se
boc¢ne grane prvog reda ne zavrSavaju cvetovima, ve¢ prostim Stitovima. U cvasti manji
ili ve¢i broj priperaka moze biti razvijen ispod glavnog Stita i obrazuje omotaé
involukrum, a ispod §titi¢a involucelum. Cvetovi se sastoje iz 5 €aSi€nih, 5 kruni¢nih
listiéa, 5 prasnika i 2 oplodna listiéa. CaSica je najéesce slabo razvijena, veéinom je u
obliku petozubog obruba na gornjem delu plodnika ili je gotovo neprimetna. Kruni¢ni
listi¢i su slobodni, po obodu dvoreznjeviti ili useCeni, rede celi, vrlo ¢esto su vrhovi
kruni¢nih listi¢a prema unutraSnjosti povijeni, tako da ponekad izgleda kao da su iz 3
reznja sastavljeni; kod zigomorfnih cvetova su nejednaki, ve¢i su prema spoljnoj strani
cvasti, boje su bele, zute ili crvene. PraSnici su slobodni. Tucak sa dvookim, retko
jednookim, podcvetnim plodnikom sa po jednim semenim zametkom u svakom okcu.
Na plodniku se ¢esto nalaze nektarije u obliku mesnatog jastucica (discus) ili manje vise
istaknutog prosirenja (stylopodium), iz kojih se izdizu 2 stubi¢a, Cesto sa lepljivim
zigovima (Slika 1.1). Plod je Sizokarpijum. Zreo plod se raspada u dve jednosemene
merikarpije, koje su izvesno vreme vezane za koncasat izrastaj, nosac¢ ploda - karpofor.
Plodi¢i su sa unutrasnje, ventralne strane, gde se medusobno dodiruju, veéinom
pljosnati, a na suprotnoj, dorzalnoj (lednoj), ispupceni. Na svakom plodi¢u nalaze se
obi¢no po 5 glavnih uzduznih rebara (juga primaria), u kojim se nalaze provodni
snopici i to tri ledna i dva bocna, a Cesto se izmedu ovih javljaju i sporedna rebra (juga
secundaria). Na gornjem kraju mogu se nalaziti ostaci ¢asSice i stubic¢a. U zidu plodnika

(perikarpu) svuda okolo ili izmedu glavnih rebara u brazdama (vittae vallecularis), rede



ispod glavnih rebara (vittae intrajugalis), nalaze se kanali sa etarskim uljem. Ponekad se
javljaju i na ventralnoj strani (vittae commissuralis). Seme je vrlo razli¢itog oblika i
grade i Cesto prirasta za zid plodnika. Vecina biljaka ove familije od aktivnih supstanci
sadrze: etarska ulja, kumarine i furokumarine. Familija Apiaceae obuhvata oko 300
rodova sa oko 3000 vrsta rasprostranjenih po ¢itavoj Zemlji, uglavnom u severnoj
umerenoj zoni. U Srbiji familija Apiaceae je zastupljena sa 53 roda i 138 vrsta (Nikoli¢,
1973).

Cvetna formula: * KsCsAsGs

A
C

Slika 1.1. Cvetni dijagram

1.1.1. Opste karakteristike ispitivanih biljaka

Subfam. Saniculoideae Drude
Rod Eryngium L.

Jednogodisnje, dvogodisnje ili viSegodiSnje biljke. Listovi celi, prosto ili perasto
deljeni. ReZnjevi se zavr$avaju oStrom bodljom. Cvetovi na vrlo kratkim peteljkama ili
sedeci u zbijenoj prostoj Stitastoj cvasti glavicastog oblika. Listi¢i involuceluma linearni
ili bodlji¢asti. Casiéni listi¢i sa bodljom. Kruni¢ni listi¢i na vrhu useéeni. Plod jajast,
obao, sa ljuspama ili bradavicast (Nikoli¢, 1973). Poznato je da vrste koje pripadaju
ovom rodu sadrze acetilene, kumarine, flavonoide i triterpenske saponine (Erdelmeier i
Sticher, 1986). Rod obuhvata oko 220 vrsta rasprostranjenih na severnoj i juznoj
hemisferi. U Srbiji raste 5 vrsta (Nikoli¢, 1973).



Eryngium serbicum Panc¢i¢ - srpski kotrljan

Visegodi$nja biljka, visine 40-70 cm. Stabljika u gornjem delu sa kratkim
granama. Dok je mlada biljka je zelene boje, kasnije je plavicasta (Slika 1.1.1).
Prizemni listovi na dugaCkim drSkama, prstasto deljeni na 5-7 linearnih, vrlo dugih
reznjeva, po obodu sa bodljama c¢ija je nervatura paralelna; listovi na stabljici na
kratkim drSkama, prstasto useceni na 5-7 lancetastih, bodljikavih listi¢a; gornji listovi
sede¢i vrlo mali. Cvetovi skupljeni u cvast glavicastog oblika veli¢ine 1-1.5 cm. Listi¢i
involukruma veli¢ine 1-4 cm, linearno zaSiljeni, ¢esto pri osnovi prosireni, sa 1-2 para
bodlji; listi¢i involuceluma uzano linearni, kruti, sa strane imaju po 1-3 bodlje, duzi od
cvetnih glavica. Kruniéni listi¢i plaviasti. Cagi¢ni listi¢i veli¢ine 2-3 mm, jajasto

lancetasti, kratko usiljeni.

Slika 1.1.1. Eryngium serbicum Pan¢i¢

StaniSte: Na suncanim, suvim, kamenitim mestima.

OpSte rasprostranjenje: Nalazi se samo u Srbiji. Biljka je predstavljena kao
transregionalni endemit (Chater, 1968; Stevanovic¢ i sar., 2003).

Rasprostranjenje u SR Srbiji: Kragujevac (Dobraca), Kopaonik, Cerovak (Kraljevo),
Stolovi (Ibarska dolina), okolina Nisa, Pirot (Osmakovo, Crnoklista) (Nikoli¢, 1973).

Upotreba: Za sada nije zabeleZena upotrebna vrednost.



Subfam. Apioideae Drude
Rod Seseli L.

Visegodisnje biljke. Cvetovi hermafroditni i muski, nalaze se u slozenom Stitu.
Casica sa 5 zubaca. Involukruma nema ili je od vise listiéa. Listi¢i involuceluma brojni.
Krunicni listi¢i beli, ruzicasti ili zuti. Plod gotovo obao, jajast ili duguljast. Plodi¢i sa 5
jasno istaknutih rebara. Brazde sa po 1-3 kanala sa etarskim uljem. Rod obuhvata oko

55 vrsta, rasprostranjenih uglavnom u Evropi. U Srbiji raste 10 vrsta (Nikoli¢, 1973).

Seseli pallasii Besser (ukljucujuéi S. varium Trev.)

Najces¢e dvogodisnja zeljasta biljka sa vretenasto razgranatim rizomom na
gornjem delu sa konc¢astim ostacima ranijih listova. Stabljika uspravna, visine 30-120
cm, okrugla, sitno izbrazdana, ve¢ od osnove razgranata, u gornjem delu bez listova
(Ball, 1968). Listovi goli, donji na zljebovitoj drSci, dva ili viSe puta perasto deljeni,
reznjevi linearni, $iljati, duzine 5-12 mm, Siroki 1 mm; srednji 1 gornji sedec¢i, linearni,
sa izduzenim rukavcem. Stitovi priliéno veliki, sa 15-25 golih, nejednakih zrakova.
Involukruma nema ili je od 1 listi¢a. Listi¢i involuceluma brojni, lancetasti, zasiljeni, po
obodu opnasti. Kruni¢ni listi¢i mali, okrugli, beli. Plod izduZen ili izduZeno elipsoidnog
oblika, duzine oko 3.5 mm, sa oStro istaknutim rebrima. Brazde sa 1 kanalom sa

etarskim uljem (Slika 1.1.2).

Slika 1.1.2. Seseli pallasii Besser



StaniSte: Na suvim, kamenitim paSnjacima i livadama, peskovitim nanosima, u
Sikarama, pored puteva, na nasipima (Nikoli¢, 1973).

Opste rasprostranjenje: Severni deo Italije, Ceske i Slovacke, ka isto¢noj i centralnoj
Ukrajini (Ball, 1968).

Rasprostranjenje u SR Srbiji: Isto¢na Srbija: Perdapska klisura, Stol, Ozren, Nis
(Prosek), Pirot (Bela Palanka, Basara, Vidli¢), Suva planina, Vranje (Nikoli¢, 1973).
Upotreba: Pokazano je da ekstrakt biljke S. pallasii pokazuje toksi¢no i inhibitorno
dejstvo na rast larve Spodoptera littoralis, $to je jako bitno jer ova vrsta leptira

predstavlja velike Stetocine koje uniStavaju povrée, voce i useve (Pavela, 2011).
Seseli libanotis (L.) Koch subsp. libanotis - zdravinjak
Prizemni listovi su 2 do 3 puta perasto deljeni, reznjevi su linearni, srpasti i tanki

(Ball, 1968) (Slika 1.1.3). Cveta od jula do septembra i p¢elama daje malo nektara i
polena (Umelji¢, 2003).

Slika 1.1.3. Seseli libanotis (L.) Koch subsp. libanotis

StaniSte: U planinskom regionu na kamenjarima, stenovitim padinama, obraslim
padinama, suvim kre¢njackim osulinama, na pr. u zajednicama Lamieto-Brometum
erecti, Junipereto-Salicetum silesiacae, Piceetum excelsae serbicum i dr. (Nikolié,
1973).

OpSte rasprostranjenje: Ova vrsta je rasprostranjena u isto¢noj, centralnoj i delimi¢no

juznoj Evropi, a moZe se naéi i na severu Svedske (Ball, 1968).



Rasprostranjenje u Srbiji: Tara (Derventa), Mokra gora (Gradina), Medvednik,
isto¢na Srbija - Perdapska klisura (Golubacki grad), Jastrebac (Pogled), Pirot (Basara,
Vidli¢), Topli Do (Mrtvi most).

Upotreba: Poznat je hemijski sastav etarskog ulja nadzemnog dela biljke u cvetu (B-
elemen (21.5-28.0%), a-selinen (16.5-19.5%), seskviterpenski alkoholi (18.5-28.0%), a-
pinen, kamfen, p-cimen, kariofilen, kariofilenoksid), medutim nije zabeleZena njegova

upotrebna vrednost (Janci¢ i sar., 1995).

Seseli libanotis (L.) Koch subsp. intermedium (Rupr.) P. W. Ball (Syn.

Libanotis intermedia Rupr.)

Prizemni listovi su 1 do 2 puta perasto deljeni, reznjevi su ovalni, grubo

nazubljeni ili useceni (Slika 1.1.4).

Slika 1.1.4. Seseli libanotis (L.) Koch subsp. intermedium (Rupr.) P. W. Ball

Opste rasprostranjenje: Ova vrsta je rasprostranjena u istocnoj i centralnoj Evropi
(Ball, 1968).

Upotreba: Za sada nije zabeleZena upotrebna vrednost.



Rod Peucedanum L.

VisegodiSnje biljke sa viSe puta troclanim ili perasto deljenim listovima. Rizom
ponekad repasto zadebljao. Cagica ¢esto sa 5 zubaca. Kruniéni listi¢i beli, crvenkasti,
zelenkasti, zuckasti ili Zuti, rede crveni. Stubi¢i mali najcesSée savijeni. Plod spljosten,
Sirokog elipsoidnog oblika ili ponekad okrugao, sa Sirokim obodom. Brazde sa 1-3
kanala, na ventralnoj strani 2-6 kanala (Nikoli¢, 1973). Prema farmakoloSkim
istrazivanjima pokazano je da su vrste ovog roda bogate furanokumarinima i
piranokumarinima. Neki od ovih jedinjenja pokazuju antimikrobnu i citotoksi¢nu
aktivnost (Schillaci i sar., 2003). Rod obuhvata oko 120 vrsta rasprostranjenih u
Evroaziji i Africi. U Srbiji raste 14 vrsta (Nikoli¢, 1973).

Peucedanum officinale L. (=Selinum peucedanum Web.) - siljevina, devesilje

Visegodisnja biljka sa valjkasto vretenastim rizomom, na ¢ijem se gornjem delu
nalaze koncasti ostaci. Stabljika visine 60-200 cm, uspravna, glatka, okrugla, tanko
izbrazdana, obrasla listovima, u gornjem delu razgranata. Prizemni listovi 4-6 puta
trojno perasto deljeni, na dugackim dr§kama, sa izduzenim rukavcem. RezZnjevi linearno
lancetasti, duzine 5-10 cm, Sirine 1.5-2.5 mm, na vrhu izduzeno zaSiljeni, sa jednim
srednjim 1 2 bo¢na nerva. Gornji listovi mali, sa uzanim rukavcem. Stitovi veliki, sa 10-
40 gotovo jednakih zrakova. Stiti¢i sa veé¢im brojem cvetova, na duzim drskama.
Involukruma nema. Involucelum od veceg broja linearno-koncastih listica. Zupci na
caSici izduZeno trouglasti. Kruni¢ni listi¢i bledo-zuti, Siroko jajastog oblika. Plod
elipsoidan ili obrnuto jajast, duZine 5-10 mm, Sirine 3.5-5.5 mm. Krilati nabor na obodu
plodi¢a Sirine oko polovine ploda. Brazde sa po 1 kanalom sa etarskim uljem, na
ventralnoj strani 2 kanala (Slika 1.1.5).

StaniSte: Po livadama, pasnjacima, na ivicama Suma, proplancima, suvim padinama,
Sikarama, pored puteva.

OpSte  rasprostranjenje: Evropa, zapadna Azija. - Pontsko-mediteranski
(srednjoevropski) florni elemenat.

Rasprostranjenje u SR Srbiji: Vojvodina - Srem, Fruska gora; uza Srbija - Zlatibor,

Kragujevac (okolina), Veliki Kr$ (Bor), Ni§ (okolina) (Nikoli¢, 1973).



Slika 1.1.5. Peucedanum officinale L.

Upotreba: Nekada je u medicini jako upotrebljivan zgusnut sok ove biljke protiv
hipohondrije, epilepsije, paralize, protiv katara pluca, protiv gréeva u materici (Petrovic,
1883; Sari¢, 1989). Pokazano je da ova vrsta ima i antiinflamatornu aktivnost, §to nam

pruza mogucnost njenog koris¢enja u terapijske svrhe (Sevastre i sar., 2007).

Peucedanum longifolium W. et K. - siljevina, devesilje

Visegodisnja biljka sa vretenastim, zadebljalim rizomom, na ¢ijem se gornjem
delu nalaze koncasti ostaci. Stabljika uspravna, gola, tanko izbrazdana, obrasla
listovima, razgranata u gornjem delu. Donji listovi na drSkama, sa uzanim rukavcima, 4-
6 puta na tri dela izdeljeni, krupni, trouglasti, duzine oko 40 cm, pri vrhu stabljike
reducirani u cilindri¢an rukavac. Reznjevi gotovo koncasti, duzine 3-7 cm, Sirine do 1
mm, krupni, izduzeno zasiljeni. Stitovi veliki, sa 15-30 zrakova razli¢ite duzine.
Cvetova veliki broj. Involukruma nema ili je sastavljen od 1-2 linearna listi¢a.
Involucelum sacinjava veci broj koncastih listi¢a. Zupci na ¢aSici mali. Krunic¢ni listiéi
zuti, duzine oko 1 mm, jajasto-okrugli. Plod elipsoidan ili jajast, duzine 7-9 mm, Sirine
4-4.5 mm, na kracoj ili duzoj peteljci. Brazde sa po 1 kanalom sa etarskim uljem, na
ventralnoj strani po 2 kanala (Slika 1.1.6).

StaniSte: Na krecnjackim stenama.

Opste rasprostranjenje: Severni deo Balkanskog poluostrva, Rumunija.



Rasprostranjenje u SR Srbiji: Derdapska klisura (Golubacki grad, Pesaca, Miro¢€ -
étrbac), Rtanj, Leskovik, Ples, Suva planina, Knjazevac (Ulj kamen), Pirot (Rakos,
Babusnica), Kraljevo (Metikos), Zlatibor (Nikoli¢, 1973).

Slika 1.1.6. Peucedanum longifolium W. et K.

Upotreba: Za sada nije zabeleZena upotrebna vrednost.

Peucedanum aegopodioides (Boiss.) Vand. (Syn. Peucedanum serbicum

Petrovic)

ViSegodis$nja biljka sa debelim dugackim rizomom. Stabljika uspravna, gola,
Suplja, izbrazdana, razgranata. Listovi dva puta trostruko perasto deljeni, reznjevi
krupni, po obodu zupcasti, na vrhu zasiljeni, na dugackim drSkama; donji listovi na
dugackim drSkama, reznjevi pri dnu zaokruZeni, jajasti, na drSkama, po obodu ostro
testerasti; srednje liS¢e na kracoj drSci, reznjevi objajasto klinasti ili duguljasti, po
obodu celi ili krupno nazubljeni; gornji mnogo manji, perasti ili trodelni, oStro
nazubljeni. Stitovi sa 10-25 maljavih zrakova razli¢ite duzine. Involukrum od 3-6
lancetastih zaSiljenih listica. Involucelum od veceg broja linearnih Siljatih listica.

Cvetovi beli ili ruzi¢asti. Cagi¢ni listi¢i vrlo sitni. Plod elipti¢an ili $iroko duguljast, pri
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dnu srcast, na vrhu zaokruzen, po obodu krilat. Krila skoro Sirine ploda. Brazde sa po
jednim kanalom sa etarskim uljem, na ventralnoj strani 2 kanala (Nikoli¢, 1973). Cveta
od jula do septembra i pfelama daje malo nektara. Razmnozava se semenom (Slika
1.1.7) (Umelji¢, 2002).

StaniSte: U planinskim predelima obraslim Sumom, naro€ito pored potoka i reka, u
zajednici Fagetum montanum serbicum i drugim.

Opste rasprostranjenje: Isto¢ni deo Balkanskog poluostrva.

Rasprostranjenje u SR Srbiji: Jugoistocna Srbija (Stara planina, Suva planina,
Jelasnica, Pirot, Ostrozub, Vranje); centralna Srbija (Pozega, Gledi¢ke planine); Kosovo

(Zljeb) (Nikoli¢, 1973).

Slika 1.1.7. Peucedanum aegopodioides (Boiss.) Vand.

Upotreba: Za sada nije zabelezena upotrebna vrednost.

Peucedanum alsaticum L. (Petroselinum alsaticum Rchb.) - siljevina

Zuckasta

Visegodisnja biljka sa zadebljalim, razgranatim rizomom, na ¢ijem se gornjem
delu nalaze koncasti Cuperci. Stabljika uspravna, gola, visine 30-180 cm, Suplja, u
donjem delu okrugla, izbrazdana, u gornjem rebrasta, zelene ili ljubicCaste boje
razgranata, ponekad jo$ od osnove. Listovi zeleni, na nali¢ju sivozeleni. Prizemni i donji
listovi na dugackim drSkama, veliki i Siroki, 2-4 puta perasto deljeni; reznjevi Siroko
jajasti, perasto useceni do perasto deljeni, pri osnovi klinasti, vr$ni jajasti do linearno

lancetasti, tupi do S$iljati, po obodu nazubljeni. Srednji i gornji listovi sedeéi, sa
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izduzenim rukavcem, 1-2 puta perasto deljeni, sa uzim ise¢cima, vrsni listovi reducirani
u rukavac. Stitova veéi broj, sa 10-20 golih, rede sa unutra$nje starne rapavih, zrakova
duzine 1.5-3 mm. Involukrum i involucelum sacinjavaju 4-8 lancetastih listi¢a. Zupci na
Casici mali, lancetasti. Kruniéni listi¢i bledo zuti, elipticnog oblika, spljosteni, duzine 3-
5 mm, Sirine 2-3.5 mm. Krila na plodu S$irine 0.5 mm. Plodiéi na popre¢nom preseku
elipsoidnog oblika. Brazde sa po jednim kanalom sa etarskim uljem, dok se sa ventralne
strane nalaze po dva kanala (Slika 1.1.8).

StaniSte: Na suvim obraslim padinama, kamenjarima, liticama, Sikarama, svetlim
Sumama, nasipima, pored puteva.

Opste rasprostranjenje: Evropa, srednja i juzna Rusija, Kavkaz, Sibir (oblast Altaja). -
Kontinentalno (evroazijski) florni elemenat.

Rasprostranjenje u SR Srbiji: Vojvodina (Fruska gora), uza Srbija (Beograd,
Knjazevac, Nis$, Vranje) (Nikoli¢, 1973).

Derdapska klisura, Kragujevac, Zajecar,
‘ T e T

v

Slika 1.1.8. Peucedanum alsaticum L.

Upotreba: Sve biljke ovog roda cene u narodnoj medicini kao sredstvo za jacanje
(otuda im i ime "siljevina"), jer svojom goréinom i etarskim uljem (terpeni) pojacavaju
luc¢enje zeludacnog soka, povecavaju apetit, olakSavaju varenje hrane i uopste povoljno

deluju na organizam (Tucakov, 1986).
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Rod Pastinaca L.

Dvogodisnje ili viSegodi$nje biljke sa perasto ili dvostruko perasto deljenim
listovima. Cvetovi hermafroditni, nalaze se u sloZzenim S§titovima. Kruni¢ni listi¢i zuti,
rede ruziCasti. Plod spljosten, po obodu krilat. Brazde sa po 1 kanalom sa etarskim
uljem, na ventralnoj strani 2 kanala. Rod obuhvata oko 15 vrsta rasprostranjenih u

Evropi i Aziji. U Srbiji rastu 2 vrste.

Pastinaca sativa L. - pastrnjak, paskanat

Dvogodisnja biljka sa vretenastim, ponekad repasto zadebljalim belicastim
korenom. Stabljika visine 30-100 cm, Suplja, snazna, okrugla, rebrasta, izbrazdana,
maljava ili gola, najcesS¢e razgranata. Listovi jednostavno deljeni, sa 2-7 pari reznjeva,
goli ili dlakavi. Reznjevi sede¢i, jajasti ili lancetasti, tupi ili zaSiljeni, pri osnovi sa 1-2
iseCka, rede perasto useceni, po obodu grubo nazubljeni, zupci Siljati; vr$ni reznjevi sa
tri iseCka. Prizemni listovi na drSkama, sa proSirenim kratkim rukavcem; gornji gotovo
reducirani u rukavac. Vrsni §tit sa 5-20 maljavih ili golih zrakova. U §titi¢ima cvetovi i
plodovi na dugackim peteljkama. Involukruma i involuceluma nema ili su od 1-2 listica,
koji opadnu. Kruni¢ni listi¢i jajasti, zuti, duzine oko 0.5 mm, Sirine oko 1 mm. Plod
mrkozute boje, Siroko elipsoidnog oblika, duzine 5-7 mm, Sirine 3-5.5 mm, sa uskim
krilima po obodu, Sirokim oko 0.5 mm. Stubi¢i manje viSe savijeni, priblizno iste duZine
kao stilopodijum (Slika 1.1.9).

StaniSte: Raste gotovo svuda na suvim i umereno vlaznim livadama, pokraj puteva, na
medama, nasipima, kamenjarima. Zapazena u zajednici Arrhenatherum elatius.

Opste rasprostranjenje: Evropa, Kavkaz, Sibir; gaji se u Severnoj i Juznoj Americi,
Australiji, Novom Zelandu (Nikoli¢, 1973).

Rasprostranjenje u SR Srbiji: Rasprostranjena. Raste kao Cesta kulturna biljka (Sari¢,

1989).
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Slika 1.1.9. Pastinaca sativa L.

Upotreba: Poznat je hemijski sastav etarskog ulja ploda (miristicin (1.2-64.2%), -
palmitolakton (5.0-21.4%), trans-p-ocimen (9.8-29.1%), cis-p-ocimen (6.8-13.1%),
trans-B-farnezen (1.4-24.5%), o-tujen (0.1-0.3%), B-pinen (0.1-0.4%), mircen (0.4-
1.2%), limonen (0.1-0.3%), terpinolen (0.4-1.4%), kariofilen (0.4-8.1%)), i kao takvo se
koristi u prehrambenoj industriji (Janci¢ i sar., 1995). Sveza biljka se upotrebljava u
ishrani, kao za¢in, u farmaceutskoj industriji, narodnoj medicini (Nikoli¢, 1973). U
narodnoj medicini se koristi kao zacin i lek za izazivanje apetita, boljeg varenja, protiv
gréeva u crevima i kao diuretik. Plod je gorak aromatik; poveéava mle¢nost. Pored
ploda (Pastinacae fructus), koristi se koren (P. radix) i rede list (P. folium) (Tucakov,
1986).
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Rod Heracleum L.

Dvogodisnje ili viSegodiSnje biljke, sa perasto useCenim ili prstasto deljenim
listovima. Cvetovi u vrSnim Stitovima hermafroditni, fertilni, u bo¢nim S§titovima
veéinom muski. CaSica sa 5 zubaca. Kruniéni listiéi beli, zuti ili ruZicasti, obrnuto
jajasti, useCeni. Plod spljosten, okruzen krilatim obodom. Plodi¢i na lednoj strani sa
tankim rebrima. Brazde sa po 1 kanalom sa etraskim uljem, na ventarlnoj strani 2-4
kanala. Rod obuhvata oko 70 vrsta, rasprostranjenih na sevrnoj polulopti. U Srbiji raste

5 vrsta.

Heracleum sphondylium L. - meéja Sapa

Dvogodisnja do visegodisnja biljka jakog, neprijatnog mirisa (Slika 1.1.10).
Rizom debeo, vretenast, razgranat, spolja Zuckast, unutra bele boje, u prole¢e se u
njemu nalazi Zuckasti sok. Stabljika uspravna, visine 30-150 cm, Suplja, rebrasta,
razgranata, obrasla o$trim dlakama. Listovi po obliku razli¢iti: nedeljeni ili samo
deljeni, ili prizemni celi, a na stabljici perasto deljeni sa 3-5 nesimetri¢nih reznjeva po
obodu grubo nazubnjenih, sa kratko Siljastim zupcima. Liske maljavo rapave, ponekad
gole ili po nervima trepljasto dlakave. Donji listovi Cesto vrlo veliki, do 60 ¢cm, na
dr$kama, gornji sedeéi sa prosirenim rukavcem. Stitovi najéesée veliki, oko 20 cm u
pre¢niku, gotovo ravni, sa 10-30 u donjem delu maljavo dlakavih zrakova razlicite
duzine. Stiti¢i sa veéim brojem cvetova. Involukruma nema ili je od 1-6 kratkih listi¢a.
Involucelum iz veéeg broja lancetastih ili linearnih, gusto dlakavih listi¢a. Casica sa
kratkim 1 Sirokim zupcima. Kruni¢ni listi¢i beli ili zelenkasti, zeleno Zuti ili Zuckasti,
ruzi€asti, crvenkasti ili plavicasti, obrnuto srcasto zaokruZenog oblika. Plodnik maljav.
Plod elipti¢nog, Sire ili uze obrnuto jajastog oblika ili skoro okrugao, duzine oko 6-10
mm, sa obi¢nim krilima $irine do 1 mm. Rebra na dorzalnoj starni konéasta. Zigovi
duzine do 4 mm, skoro uspravni (Nikoli¢, 1973). Cveta leti. Svojstvenog je mirisa i

gorkog ukusa (Tucakov, 1986).
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Slika 1.1.10. Heracleum sphondylium L.

StaniSte: U ravnicama pored puteva, na livadama, Sikarama, u gustim vlaznim Sumama,
po obodima Suma, penje se preko granice Sume, na stenovitim obroncima. Zabelezena je
u zajednicama: Querceto-Carpinetum serbicum, Junipereto-Salicetum silesiacae,
Fagetum montanum serbicum, Abieto-Fagetum serbicum calcicolum i dr. (Nikoli¢,
1973).

Opste rasprostranjenje: Gotovo cela Evropa, zapadna i severna Azija, zapadni deo
severne Afrike — Evroazijski florni elemenat (Nikoli¢, 1973).

Upotreba: Koristi se koren i nadzemni deo biljke. Komponente koje sadrze su etarsko
ulje, glutamin, arginin, galaktan, araban, holin, sterole, kumarinske heterozide i dr.
Upotrebljava se u narodnoj medicini, za jaCanje apetita, protiv proliva 1 katara creva

(Tucakov, 1986).
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Rod Tordylium L.

Jednogodisnje ili dvogodisnje biljke. Cvetovi hermafroditni i mugki. Casica sa 5
zubaca. Involukrum i involucelum iz veéeg broja listi¢a. Plod spljosteno elipsoidnog ili
spljosteno loptastog oblika, okruzen Sirokim, debelim obodom. Rebra koncasta. Brazde
sa po 1-3 kanala sa etarskim uljem, na ventralnoj strani 2-10 ili viSe kanala. Rod
obuhvata oko 16 vrsta rasprostranjenih uglavnom u Sredozemlju. U Srbiji raste samo 1

vrsta.

Tordylium maximum L. (Heracleum tordylium Spreng.) — vrtovilje

Jednogodisnja ili dvogodiSnja biljka sa vretenastim korenom. Stabljika uspravna,
visine 30-120 cm, izbrazdana, razgranata, pokrivena polozenim dlakama. Listovi
perasto deljeni, sa 3-4 para reZnjeva; prizemni na dugackim drSkama, maljavi, ostali na
kra¢im dr§kama ili ponekad sede¢i, sa kratkim ¢ekinjasto maljavim rukavcem, reznjevi
jajasto 1ili elipticno-lancetasti, sede¢i, prema osnovi suzeni, po obodu testerasto
nazubljeni, sa Siljatim zupcima, cekinjasto dlakavi; vrSni reZnjevi veci, ponekad
trodelni. Stitovi na dugackim drSkama, srednje veliine, sa 9-15 zrakova razlicite
duzine. Involukrum i involucelum iz veéeg broja lancetastih ili linearnih, ¢ekinjasto
dlakavih listica. Cvetovi hermafroditni 1 muski, na obodu Stita zigomorfni. Zraci na
caSici lancetasti, ¢ekinjasto dlakavi. Kruni¢ni listi¢i beli. Plod zaobljeno elipsoidnog
oblika, duzine 5-7 mm, okruzen zadebljalim obodom cesto Sirine oko 1 mm, obrastao
polozenim c¢ekinjastim dlakama. Brazde sa pojedina¢nim kanalima sa etarskim uljem,
na ventralnoj strani po 2-4 kanala (Slika 1.1.11).

StaniSte: Na suncanim peskovitim i stenovitim terenima, Sikarama, neobradenim
povrSinama, poljima, utrinama, pored puteva, u vinogradima.

OpSte rasprostranjenje: Srednja 1 juzna Evropa, jugozapadna Azija.- Mediteranski
(srednjoevropski) florni elemenat.

Rasprosranjenje u SR Srbiji: Rasprostranjena (Nikoli¢, 1973).

Upotreba: Za sada nije zabeleZena upotrebna vrednost.
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Slika 1.1.11. Tordylium maximum L.

Rod Cachrys L.

Listovi 3-4 puta perasto deljeni sa kondastim iseGcima. Cadi¢ni zupci slabo
primetni. Krunicni listi¢i jajasti, celi, sa savijenim vrhom. Plod krupan, obao, bo¢no
spljosten, sa naduvenom oplodnicom. Plodi¢i sa 5 spojenih, slabo primetnih rebara.
Kanali sa etarskim uljem mnogobrojni. Cvetovi zuti. Rod obuhvata 22 vrste
rasprosranjene u juznim delovima Evrope i Azije. U Srbiji raste par vrsta (Nikoli¢,

1973).

Cachrys cristata DC. (Hippomarathrum cristatum (DC.) Boiss.) - krestasti

kahris

Visegodisnja biljka, sa glatkim i uspravnim stablom (Slika 1.1.12). Grane
naspramne ili prsljenaste. Listovi 2 do 4 puta perasto deljeni, jajasti; reznjevi veliCine
15x1 mm, tvrdolisni, uski, razgranati. Brakteje i brakteole kratke, linearne. Plod 7-10
mm, gotovo krilat, sa brazdama (Tutin, 1968). Ova vrsta je opisana u Crvenoj knjizi

flore Srbije kao kriticno ugrozeni takson (Randjelovi¢ i Randjelovi¢, 1999).
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Opste rasprostranjenje: Juzna Italija, juzni deo Balkanskog poluostrva, Egejski region

(Tutin, 1968).

Slika 1.1.12. Cachrys cristata DC.

Upotreba: U Turskoj se koristi kao za¢in u prehrambenoj industriji i tradicionalno za

pravljenje tzv. Tarhana supe (Ozek i sar., 2007).

Rod Opopanax Koch

Listovi perasto deljeni, sa zvezdastim dlakama na nali¢ju, celi ili retko duboko
useGeni. Cagiéni listiéi odsutni. Kruni¢ni listiéi Zuti, jajasto-izduZeni, uvijeni. Plod
objajastog do loptastog oblika, snazno dorzalno spljosten. Lateralne brazde spojene i
formiraju okvir oko ploda pre njegovog pucanja; dorzalne brazde male, uzane; poseduje

od 2-3 kanala etarskog ulja.

Opopanax hispidus (Friv.) Griseb.
Robusna biljka sa snaznim, ¢vrstim stablom, visine do 300 cm (Slika 1.1.13).

RezZznjevi obi¢no 2-4 cm, jajasto-lancetasti, dlakavi. Plod veli¢ine 7-9 mm, Siroko

elipti¢ni; brazde Siroke, tanke.
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Slika 1.1.13. Opopanax hispidus (Friv.) Griseb.
Opste rasprostranjenje: Juzni deo Balkanskog poluostrva i Egejski region; juzna

Italija i Sicilija (Tutin, 1968).

Upotreba: U Turskoj se sveze stablo koristi za le¢enje steriliteta (Ozgen i sar., 2012).
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1.2. Etarska ulja

1.2.1. OpSte karakteristike etarskih ulja

Etarska ulja predstavljaju specifi¢ne, najcesce te¢ne produkte biljnog tkiva. To
su viSe ili manje sloZzene smeSe razli¢itih mono-, seskviterpena i fenilpropanskih
jedinjenja (Kovacevié, 2004). Biljke u kojima su glavni sastojci isparljivi, mirisni
proizvodi-etarska ulja, nazivaju se aromati¢ne biljke. Aromati¢ne biljke su dosta
rasprostranjene u prirodi. Veliki broj takvih biljaka se i gaji radi proizvodnje sirovina
(aromati¢ne droge), zacina 1 etarskih ulja. Etarska ulja se iz aromati¢nih biljaka dobijaju
na razne nacine. Najvise se primenjuje destilacija pomoc¢u vodene pare. Ovaj nacin se
koristi i za industrijsko dobijanje etarskih ulja. Koli¢ina etraskih ulja u aromati¢nim
biljkama, odnosno drogama varira u Sirokim granicama od oko 0.05% do nekih 20%.
Etarska ulja su bistre, aromati¢ne, lako pokretljive, isparljive, bezbojne ili Zuckaste
tecnosti. Hladenjem neka etarska ulja oCvrsnu ili se iz njih izluCuju CEvrsti sastojci
(stearopteni ili kamfori). Etarska ulja se prakti¢no ne rastvaraju u vodi. Medutim, lako
se rastvaraju u etanolu, masnim uljima i mnogim organskim rastvara¢ima (etar,
hloroform...). DuZim stajanjem se Cesto usmole, zgusnu, potamne i reaguju kiselo.
Imaju svojstven miris, dok je vecina etarskih ulja ljutog ili aromati¢nog ukusa.

Aromati¢ne biljke i etarska ulja se upotrebljavaju pre svega u hemijsko-
farmaceutskoj industriji i apotekama za izradu raznih lekovitih preparata, zatim u
proizvodnji kozmetickih 1 parfimerijskih proizvoda, u prehrambenoj industriji kao
zacin, u industriji bezalkoholnih i alkoholnih napitaka, poslastica i sli¢nih proizvoda, u

duvanskoj industriji itd. (Sari¢ i sar., 1989).
1.2.1.1. Priroda i rasprostranjenost etarskih ulja

Etarska ulja su zastupljena u celom biljnom carstvu, medutim posebno su
zastupljena u biljkam iz izvesnih familija: Pinaceae, Zingiberaceae, Lauraceae,

Rutaceae, Lamiaceae, Apiaceae, Asteraceae, Myrtaceae. Sadrze ih gotovo svi biljni

organi, naroCito cvetonosni, ali ih nalazimo i u korenju i rizomima, kori, drvetu,
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plodovima, semenju. Treba istaci da je za jednu istu vrstu sastav etraskih ulja varijabilan
za razliCite organe, Sto zavisi od uslova sredine. U toplom klimatu, sadrzaj etarskog ulja
je vedi. Zato se Cesto kaze da su etarska ulja proizvodi heliosinteze. S druge strane,
postoje stvarno *“hemijske rase’” kod mnogih aromati¢nih biljaka (Gorunovié¢ i Lukié,
2001).

1.2.1.2. Lokalizacija etarskih ulja

U pogledu lokalizacije, etarska ulja mogu da se nalaze u nediferenciranim
¢elijama ili mnogo ve¢im od ostalih celija tkiva (idioblastima) (Lauraceae,
Zingiberaceae). Najéesce su ona lokalizovana u sekretornim organima: zlezde koje se
javljaju kod biljaka iz familije Lamiaceae i Asteraceae, gde se etarsko ulje nagomilava
ispod kutikule; sekretorni Sizogeni kanali (Myrtaceae), nastaju ponovljenom deobom
jedne celije i razmicanjem celija i sekretorni kanali (Apiaceae), ¢iji proizvodi luéenja
daju isto tako smole (Gorunovi¢ 1 Luki¢, 2001). Etarsko ulje se sintetiSe u sekretornim
¢elijama epitelijuma 1 izluCuje u posebne intercelularne prostore (lumen ili lakuna).
Lumen kanala i Supljina moZe se formirati na tri nacina:

- Sizogeno, razdvajanjem celijskih zidova susednih ¢elija, proces sekrecije
je merokrin;

- lizogeno, autolitickim kidanjem nekih ¢elija, proces sekrecije je holokrin;

- Sizo-lizogeno, kombinovanjem prethodna dva procesa (Metcalfe i Chalk,

1989; Janci¢ i sar., 1995).

Sizogeni sekretorni kanali §titono$a (Apiaceae) nalaze se u plodovima i svim
vegetativnim organima. U plodovima su oni na poprecnom preseku izrazito elipticni sa
zadebljalim celijskim zidovima epitelijuma i oznacavaju se kao vittae (Pagni, 1985;
Pagni i sar., 1989; Corsi i Pagni, 1991; Janci¢ i sar., 1995). Broj i polozaj vittae na
popreénom preseku merikarpa znacajni su taksonomski karakteri (Corsi i Pagni, 1991;
Jan¢i€ 1 sar., 1995). Prema pojedinim autorima, sadrZaj sekretornih kanala kod StitonoSa
nije sa sigurnos¢u utvrden (Esau, 1977; Janci¢ i sar., 1995). Drugi autori smatraju da se
pored kumarina, kao glavnog produkta sekrecije nekih StitonoSa, sintetiSu i1 manje
koli¢ine etarskog ulja (Stjepanovi¢ i sar., 1973; Pavlovi¢ i sar., 1989; Janci¢ i sar.,

1995). Veca kolicina etarskog ulja se moze na¢i u samom korenu StitonoSa. Postoje
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podaci koji ukazuju na to da se sastav etarskog ulja menja u trenutku kada dolazi do
debljanja stabla i nastanka sekundarnih kanala etarskih ulja. Promena je naroito

uocljiva kod seskviterpenskih ugljovodonika (Stahl-Biskup i Wichtmann, 1991).

1.2.1.3. Fizi¢ka svojstva etarskih ulja

Etarska ulja su na sobnoj temperaturi tecnosti, aromati¢nog mirisa, retko obojena
kad su sveza. Njihova gustina je mnogo cesce ispod gustine vode. Medu etarskim uljima
ima 1 onih koja imaju vecu gustinu od vode (cimetovo i dr.). Imaju poveéan indeks
refrakcije 1 veoma Cesto su opticki aktivna jedinjenja. Otuda se za oficinalna, pre svega,
ali i za druga etarska ulja uvek trazi odredivanje specifi¢ne tezine i parametri indeksa
refrakcije i ugla skretanja. Ona se isparljiva sa vodenom parom jer podlezu Daltonovom
zakonu, po kome ¢e smesa dve teCnosti koje se ne meSaju i ne reaguju hemijski
medusobno, u ovom slucaju voda i etarsko ulje, prokljucati kad zbir parcijalnih pritisaka
pare obe te¢nosti bude jednak atmosferskom pritisku (760 mm Hg=101 325 Pa=101 325
kPa=1 013 mbar). Temperatura klju¢anje pojedinih komponenti etarskih ulja krece se u
granicama od 150-350°C (npr. a-pinen klju¢a na 155-157°C, B-pinen na 163-166°C,
limonen na 176-178°C, geraniol na 227-230°C, karvon na 230-231°C, karvakrol na
237-238°C, eugenol na 248-252°C itd.). Slabo se rastvaraju u vodi, odnosno rastvoreni
su samo izvesni njihovi sastojci, koji daju miris aromati¢nim vodama (Aquae
aromaticae). Rastvorljiva su u etanolu, etru, vecini organskih rastvarac¢a i u masnim

uljima (Gorunovi¢ i Luki¢, 2001).

1.2.1.4. Hemijski sastav etarskih ulja

Etarska ulja su smese sastojaka kod kojih su glavni terpenski ugljovodonici
(alifati¢ni, mono- i bicikli¢ni, ponekad seskviterpenski) i njihovi oksidovani proizvodi
(alkoholi, aldehidi, ketoni). Pored ovih komponenti u sastav etarskog ulja ulaze i
aciklicna jedinjenja: nize monokarbonske organske kiseline (mravlja, sircetna,
valerijanska), alkoholi, aldehidi, ketoni, metilmonilketon i narocito aromati¢ni derivati:
aldehidi (anizaldehid, cimetni aldehid), fenoli i njihovi etri (timol, eugenol, anetol); na

kraju nalaze se i kumarini (bergapten i umbeliferon).
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Etarska ulja se klasifikuju prema njihovim glavnim sastojcima. Mogu biti
ugljovodonici: pineni (Aeth. Terebinthinae), limonen (Aeth. Citri), alkoholi: geraniol i
citronelol (Aeth. Rosae, Aeth. Geranii), linalol (Aeth. Aurantii Floris ili Aeth. Neroli,
Aeth. Bergamottae, Lavandulae, Coriandri); mentol (Aeth. Menthae), aldehidi: citral
(Aeth. Citri, Aeth. Melissae); ketoni: tujon (Aeth. Absinthii, Salviae, Thuyae); cineol
(Aeth. Eucalypti, Niaouli); anetol (Aeth. Anisi, Anisi Stellatti); timol (Aeth. Thymi) itd
(Gorunovi¢ i Luki¢, 2001).

Terpeni su derivati izoprena (2-metil-1,3-butadiena). Strukture svih izoprenoida
od monomera (hemiterpena) do najvisih polimera, kau¢uka, mogu se izvesti primenom
tzv. “’izoprenskog pravila’ koje je postavio Wallach, jo§ pocetkom ovog veka i po
kojem se strukture svih terpenoida mogu izvesti ’’glava-rep’’ vezivanjem izoprenskih,
Cs-jedinica (Wallach, 1914; Janci¢ i sar., 1995). Najznacajnije otkri¢e u rasvetljavanju
puteva biosinteze terpena poznato je kao ’’Biogenetsko izoprensko pravilo’’, koje je
postavio Ruzika, 1953 godine i po kojem svi terpeni koji postoje u prirodi nastaju iz
nekoliko prostih acikliénih supstanci (Janci¢ i sar., 1995). U zavisnosti od broja
izoprenskih jedinica, dele se na hemiterpene (Cs), monoterpene (Cio), seskviterpene

(C1s), diterpene (Cyp), triterpene (Cao), tetraterpene (Cqo) i politerpene:

1) Cs- Hemiterpene
2) Ciyo - Monoterpene (regularne i iregularne) i njihove derivate:
- regularne
a) alifaticne (mircen, ocimen, citronelal, citronelol, geraniol, nerol, linalol,
citral i dr.)
b) monocikli¢ne (limonen, terpinolen, a-terinolen, y-terpinen, o- i f-
felandren i dr.
c) bicikli¢ne (a-tujen, sabinen, 6-3-karen, a-pinen, kamfor, $-pinen, borneol
idr)
- iregularne (piretrini, cinerini, jasmolini i dr.).
3) Cis - Seskviterpene (isparljive i neisparljive) i njihove derivate:
- isparljive
a) alifati¢ne (farnezol, nerolidol i dr.)

b) monocikli¢ne (bisabolen, zingiberen i dr.)
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¢) makrocikliéne (humulen, germakren i dr.)
d) bicikli¢ne (kariofilen, azulen, gvajol, B-selinen, kadalen, kadinen i dr.)
e) tricikli¢ne (kedren, kedrol i dr.)
- neisparljive (seskviterpenske laktone: artemizin, santonin, partenolid,
alantolaktonin, helanalin i dr.).
4) Cy - Diterpene i njihove derivate:
a) alifaticne (geranilgeraniol, geranillinalol, fitol i dr.)
b) biciklicne (manool, marubin i dr.)
c) tricikli¢ne (abietinska kiselina, podokarpna kiselina i dr.)
d) tetracikli¢ne (filokladen, kauren, steviol, kafestol i dr.)
e) diterpene mikrobioloskog porekla (giberelini)
5) Cys — Sesterterpene:
a) alifatiCne (geranilfarnezol, geranilnerolidol i dr.)
b) cikli¢ne (opiobolin, gaskardinska kiselina i dr.)
6) Cs - Triterpene i steroide i njihove derivate:
- triterpene:
a) alifati¢ne (skvalen i dr.)
b) tricikli¢ne (ambrein i dr.)
) tetracikli¢ne (onocerin, lanosterol i dr.)
d) pentacikli¢ne (oleanolna kiselina, f-amirin, a-amirin, fridelin, cerin i dr.)
e) norterpene (fusidinska kiselina i dr.)
- steroide (fitosteroli, sapogenini, steroidni alkaloidi, aglikoni
kardiotoni¢nih heterozida 1 dr.)
7) C4 - Tetraterpene i njihove derivate (karotenoidi, biksin, kapsantnin,
kapsorubin, krocetin, krocin, fukoksantin i dr.)
8) C,, - Politerpene i njihove derivate (gutaperka, kaucuk i dr.)
Biosinteza mono-, seskvi- i diterpena odvija se uz (1—4) vezivanje izoprenskih
jedinica (asimetri¢no vezivanje, *’glava-rep’’). Biosinteza tri- i tetraterpena obuhvata i

dimerizaciju tipa (4—4), *’rep-rep’’ vezivanje (simetri¢no) (Slika 1.2.1.4).
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Slika 1.2.1.4. Biosinteza terpena

Biosinteza terpena zapocinje iz dva molekula acetil-CoA, Koji u prisustvu
ketoaciltiolaze daju acetoacetil-CoA. U prisustvu jos jednog molekula acetil-CoA, pod
uticajem HMG-CoA-sintetaze (hidroksi-metil-glutaril-CoA-sintetaza), nastaje (3S)-3-
hidroksi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), koji odvajanjem CoA-ostatka i redukcijom
pomoc¢u NADPH (dva molekula nikotin amid adenindinukleotid fosfat-koenzim, enzima
reduktaze) u prisustvu HMG-CoA reduktaze daje mevalonsku Kkiselinu (MVK).
Mevalonska kiselina se pomo¢u ATP (adenozintrifosfat) u prisustvu MVK kinaze
prevodi u monofosfat, a pomoc¢u jo§ jednog molekula ATP i MVK-fosfokinaze u

pirofosfat. Tercijarna OH-grupa se zatim fosforilise u prisustvu jo§ jednog molekula
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ATP-a. Eliminacijom fosforne kiseline i ugljen dioksida pod uticajem MVKPP-
dekarboksilaze nastaje izopentenil-pirofosfat (IPP), koji je u prisustvu IPP-izomeraze u
ravnotezi sa 3-dimetilalil-pirofosfatom (DMAPP). Izopentenil pirofosfat i 3,3-
dimetilalil-pirofosfat prdstavljaju biogenetske izoprenske jedinice svih terpena.
Kondenzacijom IPP i DMAPP nastaje geranil-pirofosfat (GPP) sa 10 C-atoma, koji je
direktni prekursor svih monoterpena i igra klju¢nu ulogu u biosintezi svih visih terpena.

Biosinteza monoterpena zapoc€inje tako $to se geranilpirofosfat (GPP) u toku
biosinteze najpre prevodi u cis-izomer nerol, koji lako podleze ciklizaciji uz formiranje
karbokatjona. Reakcijama preuredenja i oksidacije iz njega nastaje niz drugih
monoterpena (Slika 1.2.1.5).
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Slika 1.2.1.5. Biosinteza monoterpena
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Kondenzacijom geranilpirofosfata (GPP) sa jo$ jednim molekulom izopentenil-
pirofosfata (IPP) u prisustvu enzima preniltransferaze nastaje farnezil-pirofosfat (FPP,
Cis), prekursor svih seskviterpena. Diterpeni su derivati geranil-geranil-pirofosfata
(C20), koji nastaje adicijom IPP na farnezil-pirofosfat (FPP) ili kondenzacijom dva
molekula geranil-pirofosfata. Dimerizacijom farnezil-pirofosfata (FPP) nastaje skvalen
(C20), neposredni prekursor za biosintezu svih terpena (Slika 1.2.1.6) (Gorunovi¢ i
Luki¢, 2001).

GPP * PP ——» AN XN AN
farnezilpirofosfat (FPP, Cy5)

OPP

GPP *[PP —>

N N N N o

geranilgeranilpirofosfat (GGP, C,()

2XEPP N \ \ Y y Y

skvalen (Cs()

Slika 1.2.1.6. Biosinteza prekursora visih triterpena

Mnoge studije pokazuju da je hemijski sastav etarskih ulja razli¢itih vrsta
familije Apiaceae dosta raznovrstan. U najveCoj meri ima monoterpena, zatim
seskviterpena, diterpena ima jako malo, fenilpropanoida, ftalida, oktanol i oktil estra,
trimetilbenzaldehida i alifaticnih aldehida. Treba imati na umu da je hemijski sastav
etarskih ulja jako varijabilan i da zavisi od mnogih faktora, pre svega od geografskog,
genetickog, fizioloskog 1 ontogenetskog. Kod pojedinih vrsta moguce je utvrditi
hemotipove na osnovu sastava etarskog ulja, ali u vecini sluc¢ajeva nema dovoljno

podataka za formiranje infraspecijskih kategorija (Chizzola, 2010).
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1.2.2. BioloSka funkcija etarskih ulja

Bioloska uloga etarskih ulja je povezana sa atraktantnim delovanjem na insekte,
¢ime je obezbedeno prenoSenje polena i opraSivanje biljaka. Interesantni su i podaci o
specificnim efektima ulja jedne biljke, koje prelazi u podlogu i inhibira klijanje semena
drugih biljaka (autopatija). Neka etarska ulja sprecavaju klijanje sopstvenih semena i
obezbeduju zivotni prostor svake individue. Znacajna je 1 uloga etarskih ulja u zastiti
biljaka od napada insekata i Zivotinja, herbivora (Kovacevi¢, 2004). Pokazano je da
etarska ulja izolovana iz pojedinih vrsta familije Apiaceae, poseduju insekticidnu
aktivnost, upravo zbog prisustva glavnih komponenti koje se nalaze u tim uljima kao $to
su ao-, B-pinen. Mnogi ekstrakti, kao $to su vodeni i metanolni, dobijeni iz biljnog
materijala pojedinih vrsta familije Apiaceae, zabelezeno je da mogu imati repelentno
dejstvo zahvaljujuéi prisustvu furanokumarina (Evergetis i sar., 2012). Postoji teorija
koja je delimi¢no prihvacena da biljke pomocu svojih isparljivih produkata stvaraju
specificnu  mikroklimu, koja ih S$titi od prekomerne transpiracije u razli¢itim
nepovoljnim uslovima. Gotovo sva ulja viSe ili manje intenzivno spreCavaju razvoj
mikroorganizama i tako suzbijaju Sirenje infekcija na biljakma u biljkama u kojima
nastaju (Kovacevic, 2004).

Bioloska aktivnost etarskih ulja moZe se povezati 1 sa njihovim delovanjem na
zdravlje i druge potrebe ¢oveka. Neke od tih aktivnosti su: antibakterijska, antifungalna,
sedativna, hipoglikemijska, spazmoliticka, diureti¢na, antivirusna i antifungalna. Pored
navedenih aktivnosti, monoterpeni, kao lako isparljiva jedinjenja, koriste se i u aroma-
terapiji kao sredstva koja potpomazu relaksaciju prilikom nervne napetosti. Mnoge
biljke su od davnina koriS¢ene u obliku ¢ajeva i1 drugih preparata, zbog blagotvornog

delovanja njihovih isparljivin komponenti (Marin, 2003).

1.2.3. Varijabilnost sadrzaja i sastava etarskih ulja i njihov

taksonomski znacaj

Kao $to je slucaj i sa drugim sekundarnim meatabolitima biljaka i produkcija
etarskih ulja je genetski definisana (Kovacevi¢, 2004). Biosinteza terpena odvija se u

sekvencama 1 svaka pojedinacna transformacija je kontrolisana posebnim genom
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odgovornim za biosintezu enzima koji datu transformaciju katalizuje. Ukoliko iz
genetskih razloga enzim nije aktivan biogeneza ¢e se zaustaviti u odredenoj tacki, Sto ¢e
rezultirati u akumulaciji poslednje sintetizovane komponente (Jancic€ i sar., 1995). Samo
do nekih granica, genetska kontrola je podlozna uticajima endogenih i egzogenih
faktora. Ne postoje opSta pravila, tako da neke biljne vrste u razli¢itim klimatskim
uslovima 1 razli¢itim delovima sveta proizvode priblizne koli¢ine etarskog ulja, gotovo
identi¢nog sastava. S druge strane, pojedinac¢ne jedinke u okviru iste populacije biljaka
mogu sintetisati medusobno razli¢ita etarska ulja. Ovakva varijabilnost biljnog genoma,
omogucava pojavu razli¢itih hemijskih rasa (hemotipova biljaka), kao i moguénost
izdvajanja visokoproduktivnih linija, i njihovo vegetativno kloniranje.
Najvazniji faktori koji mogu uticati na sastav etarskog ulja neke vrste (jedinke) su:

- genotip,

- fenofaza ontogenetskog razvoja, $to je veoma znacajno za definisanje

optimalnog vremena prikupljanja biljnog materijala,
- ckoloski faktori (faktori sredine),

- nacin obrade biljne sirovine,

nacin izolacije etarskog ulja.

Kolic¢ina 1 sastav etarskog ulja moZe da zavisi 1 od faze ontogenetskog razvoja
biljke. Prouavanjem ovakvih uticaja odreduje se optimalno vreme prikupljanja biljnog
materijala. Temperatura, vlaznost i1 aeracija zemljiSta, mineralne soli u podlozi,
nadmorska visina, duzina izlozenosti svetlu i kvalitet svetlosti, vlaznost vazduha i
vazdusna strujanja, mogu da uti¢u na promenljivost koli¢ine etarskog ulja u biljnom
materijalu. Ispitivanja uticaja ovih faktora na aromati¢ne sirovine, interesantan je s dva
aspekta. Kod samoniklih biljaka mogu biti definisana geografska podrucja i1 regioni s
kojih se moze dobiti najkvalitetnija droga (droga definisanog geografskog porekla). U
odnosu na gajene vrste, proucavanjem ovih faktora uticaja, mogu biti definisani
optimalni uslovi gajenja, koji obezbeduju koli¢inu 1 kvalitet biljne mase. Svaka obrada
aromati¢ne sirovine (suSenje, usitnjavanje, ekstrakcija) uslovljava delimi¢an gubitak
etarskog ulja i promene njegovog sastava (Kovacevi¢, 2004). Jedna od znacajnih
karakteristika terpena je da se njihova distribucija 1 sastav mogu uspesno koristiti u
sistematici biljaka. Kao §to je ve¢ poznato kod terpena je prisutna varijabilnost koja

nastaje kao posledica ekoloskih 1 genetickih faktora. Iz tih razloga za analizu etarskih
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ulja neophodno je istraziti varijabilnost unutar i izmedu populacija odredenog taksona,

pre nego Sto se vrse hemotaksonomska istrazivanja (Marin, 2003).
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1.3. Ekstrakti

Ekstrakti su koncentrovani pripravci dobijeni iz biljnih ili animalnih droga.
Mogu biti u te¢nom, polute¢nom i ¢vrstom stanju (extractum fluidum, extractum
spissum, extractum siccum) (Kovacevi¢, 2004). Sam termin ekstrakcija podrazumeva
razdvajanje medicinski aktivnih delova biljaka od neaktivnih ili inertnih komponenti
pomocu selektivnih rastvaraca, prate¢i standardne procedure ekstrakcije. Kao takav,
ekstrakt moze biti iskoriS¢en kao sastavni deo tableta ili kapsula napravljenih od
lekovitih biljnih komponenti (Handa i sar., 2008). Pre procesa ekstrakcije, droga mora
biti pripremljena (usitnjena do konzistencije grubog praska). Priprema se obavlja
razli¢itim  tehnikama: maceracijom, digestijom, perkolacijom, ekstrakcijom
superkriticnim fluidima, ultrazvuénom ekstrakcijom (Kovacevié¢, 2004). Kao sredstvo

za ekstrakciju najcesce se koristi:

alkohol razlicite koncentracije

manje polarni rastvaraci (aceton, heksan, etar...)

polarniji rastvaraci (propilen glikol, glicerol...)

masna ili mineralna ulja.

Faktori koji utiu na proces ekstrakcije su: stepen usitnjenosti materijala, duzina
trajanja procesa ekstrakcije, viskozitet sredine, temperatura, solvensi (voda, etanol,
glicerol). U acetonu i etru najbolje se rastvaraju alkaloidi, lipidi, smole i voskovi,
hloroform je odgovoran za alkaloide i heterozide, metanol i etanol su rastvaraci sa
najSirom primenom jer su odgovorni za rastvaranje velikog broja hemijskih jedinjenja
kao Sto su: alkaloidi, polifenoli, heterozidi, tanini, etarska ulja, smole, Seceri, organske
kiseline i karotenoidi, u vodi se mogu rastvarati alkaloidi, polifenoli, heterozidi, tanini,
proteini, Seceri, gume, organske kiseline, enzimi i karotenoidi, glicerol se koristi za
rastvaranje tanina, guma, smola i skroba, dok se propilenglikol upotrebljava za
pravljenje ekstrakata koji sadrze alkaloide, etarska ulja i biljne pigmente.

U okviru familije Apiaceae, vrSena su mnoga ispitivanja kako hemijskog
sasatava, tako i same bioloSke aktivnosti razliitih ekstrakata. Detektovano je da se u
ekstraktima velikog broja vrsta roda Eryngium nalaze terpenoidi, triterpenoidni
saponozidi, kumarini, poliacetileni i steroidi. Zahvaljuju¢i bogatom hemijskom sastavu,

ovi ekstrakti su pokazali citotoksi¢nu, antiinflamatornu, antibakterijsku, antifungalnu,
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antimalarijsku, antioksidativnu i antihiperglikemijsku aktivnost (Wang i sar., 2012).
Pokazano je i da se u metanolnim ekstraktima tri ispitivana taksona Seseli pallasii
Besser, S. libanotis (L.) Koch ssp. libanotis i S. libanotis (L.) Koch ssp. intermedium
(Rupr.) P. W. Ball, nalaze polifenolna jedinjenja, koja su odgovorna za njihovu dobru

antioksidativnu i antimikrobnu aktivnost (Mateji¢ i sar., 2012).
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1.4. Polifenoli

1.4.1. OpSte karakteristike polifenola

Polifenolna jedinjenja su najrasprostranjeniji sekundarni metaboliti u biljkama.
Srec¢u se kako u podzemnim tako i u nadzemnim delovima biljaka. To su jedinjenja
razliCitih strukturnih karakteristika koja u svojoj strukturi sadrze bar jedan aromati¢an
prsten sa fenolnim jezgrom kao osnovnim konstituentom. U ovu grupu spadaju razlicita
jedinjenja fenolne strukture, koja su rasprostranjena u mikroorganizmima, biljkama,
insektima, ki¢menjacima i morskim organizmima.

Na osnovu hemijske strukture prirodna aromati¢na jedinjenja su razvrstana na:

1) Prosta aromati¢na jedinjenja

- Fenole, depside i tanine (Cg | C6-C1 jedinjenja i njihove polimere)
- Fenilpropane, lignane i lignine (Cg-C; jedinjenja i njihove polimere)

2) Hinone, kumarine i njihove derivate

3) Hromone i njihove derivate

4) Flavonoide (C¢-C3-Cg jedinjenja) i jedinjenja slicne strukture (Petrovic,

2005).

Fenolne komponente su Siroko rasprostranjene u biljnom carstvu i karakteriSu se
hidroksilovanim benzenovim prstenom (Slika 1.4.1). Fenoli se najces¢e javljaju kao
polimerne kiseline ili glikozilirani estri i ispoljavaju razli¢ite funkcije, kao $to je na
primer, indukcija fenola odgovor na oStecenja i1 infekciju, odbijanje herbivora i

sprecavanje Sirenja patogena.

OCH; OH OH
OoH OCH;s oCHs
OH
CH,CH=CH, CHO CH,CH=CH,
katehol anetol vanilin eugenol

Slika 1.4.1. Prirodni fenoli
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Termin ,,flavonoid“ predlozili su Geisman i Hinseinner 1952. godine za determinaciju
svih biljnih pigmenata, koji imaju C6-C3-C6 skelet, u kojima su dva benzenova prstena
povezana preko C-3 jedinice (Slika 1.4.2) (Jani¢ijevi¢ i sar., 2008). 1z biljaka je
izolovano i prouceno preko 3000 flavonoida koji su, s obzirom na stepen oksidacije
centralnog piranskog prstena, podeljeni u dvanaest klasa: flavoni, izoflavoni, flavanoni,
flavonoli, flavanoli, flavani, katehini, antocijanidini, leukoantocijanidin, halkoni,
dihidrohalkoni i auroni. Raznovrsnost i veliki broj struktura flavonoida rezultat su
brojnih modifikacija njihovih osnovnih struktura kao $to su: dodatne hidroksilacije, O-
metilacije hidroksilnih grupa, dimerizacije, vezivanje neorganskog sulfata i najvaznije
glikolizacija hidroksilnih grupa (nastajanje O-glikozida) ili flavonoidnog jezgra
(nastajanje C-glikozida). Razlikuju se od ostalih fenolnih jedinjenja u stepenu oksidacije
njihovog centralnog pirinskog prstena. Flavonoidi su ¢vrste supstance, bezbojne ili zute
(lat. flavus=zut) izuzev antocijana koji menja boju od crvene do plave. Nesupstituisani
flavon predstavlja bezbojnu supstancu, a uvodenje 1-OH grupe u polozaju 3 (flavonol)
dovodi do zutog obojenja. Vecéi broj OH-grupa ¢ini ih manje toksi¢nim. U prirodi se
obi¢no nalaze u obliku glikozida ili estara sa taninskim kiselinama. 1z biljnog materijala
se ekstrahuje vodom, a iz vodenog rastvora organskim rastvara¢ima (Harborne i

Williams, 2000; Dashek, 2006).

FLAVONI FLAVONOLI FLAVANONI DIHIDROFLAVONOLI
Apigenin (R=H) Kemferol (R=H) Naringenin (R=H) Dih@drokemf erQI (R=H)
Luteolin (R=0H) Kvercetin (R=0OH) Eriodiktiol (R=OH) Dihidrokvercetin (R=OH)
R R
OH AN o OH
oy pescile
e}
(o] OH
HALKONI AURONI ANTOCIJANIDINI
Izolikvintigenin (R=H) Hispidol Pelargonidin (R=H)

Butein (R=OH) Cijanidin (R=0OH)

Slika 1.4.2. Osnovni tipovi flavonoida
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Fenolne Kiseline se sastoje od fenolnog jezgra i bo¢nog niza koji sadrzi jedan
(derivati benzoeve kiseline Cs-C,) ili tri (derivati cimetne kiseline Cg-C3) ugljenikova
atoma (Slika 1.4.3). Fenolne kiseline obuhvataju hidroksi i druge funkcionalne derivate
benzoeve i cimetne kiseline. Kao i veé¢ina prirodnih fenola, fenolne kiseline nastaju iz
acetata, biosintetskim putem preko Sikiminske kiseline. Fenolne kiseline i njihovi
heterozidi su rastvoreni u polarnim rastvaraCima i slabo baznim rastvorima. Derivati
cimetne kiseline lako izomerizuju u vodenim rastvorima. U ekstraktima droga se mogu
dokazati na osnovu bojenih reakcija fenolne grupe sa Fe*’, kao i na osnovu
karakteristicnog apsorpcionog spektra. Utvrdeno je da mnoge droge koje se
tradicionalno koriste, sadrze upravo ova jedinjenja kao delotvorne sastojke. Mozda je
najznacajnije njihovo inhibitorno delovanje na enzim lipidnu peroksidazu i upravo se iz
ovog razloga fenolne kiseline mogu koristiti kao konzervansi, antiinflamatorni agensi i

kao antioksidansi (Kovacevi¢, 2004).

COOH COOH
COOH COOH /
COOH
OCH3 HO OH OH
OH OH OH OH
: . -Kumarinska
Benzojeva Vanilinska Galna i i Kafena
kiselina ol kiselina 1selina kiselina
kiselina

Slika 1.4.3. Osnovni tipovi fenolnih kiselina

Kumarini su $iroko rasprostranjeni u biljnom svetu. Do sada je izolovano preko
1000 razli¢itih struktura kumarina. Podela kumarina je izvrSena na jednostavne
kumarine i heterociklicne kumarine. U okviru heterocikli¢nih, javljaju se furano- i
piranokumarini. Jednostavni kumarini su najprisutniji u biljkama familije Asteraceae i
Fabaceae, dok se heterociklicni kumarini javljaju u okviru familija Rutaceae 1 Apiaceae.
Slobodni ili u obliku heterozida, lokalizovani su u svim nadzemnim i podzemnim
organima biljaka. Kumarini daju specifican miris drogama koje ih sadrze (to je miris

pokosenog sena) (Kovacevic, 2004).
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Sinteticki antioksidansi koji se upotrebljavaju u prehrambenoj industriji su po
strukturnim  karakteristikama takode fenolna jedinjenja: BHA — butilovani
hidroksianizol, BHT — butilovani hidroksitoluen, TBHQ — 2-terc-butilhidroksihinon i
PG — propilgalat. Njihova antioksidativna aktivnost je u tesnoj vezi sa strukturom,
naroCito sa njithovom sposobnoséu otpustanja vodonikovog atoma 1 stabilizacije
proizvoda delokalizacijom elektrona u aromati¢nom jezgru.

Familija Apiaceae se odlikuje prisustvom furanokumarina, flavona i flavonola.
Flavoni i flavonoli nastaju kao aglikoni posle kiselinske hidrolize u svezim biljkama. U
listovima ovih biljaka se moze na¢i apigenin. Od flavonola najzastupljeniji su kvercetin
i kemferol (Miean i Mohamed, 2001).

1.4.1.1. Rasprostranjenost u prirodi i lokalizacija polifenola

Polifenoli su Siroko rasprostranjeni u biljnom svetu. Narocito je interesantno da
jedna ista biljna vrsta, sadrzi i po nekoliko razli¢itih polifenolnih jedinjenja. Flavonoidi
su najceSc¢e obojeni 1 1z tog razloga se ve¢ golim okom moze utvrditi njihova
lokalizacija u tkivu i ¢eliji. Nije retka pojava da se u razli¢itim biljnim organima
akumuliraju razlic¢ite grupe polifenolnih jedinjenja (Kovacevi¢, 2004). Polifenolna
jedinjenja se akumuliraju uglavnom u ¢elijskim zidovima (Guern 1 sar., 1987; Monties,
1989) 1 to najvecim delom na povrsini ploda (epidermalni i subepidermalni slojevi), jer
biosinteza ovih jedinjenja zavisi od svetlosti (Wollenweber, 1994; Macheix i sar.,
1990).

1.4.2. Bioloska funkcija polifenola

Polifenolna jedinjenja su od velike vaznosti za biljke, jer grade integralni deo
strukture celijskog zida, uglavnom kao polimeri (lignini). Ove strukture sluze kao
mehanic¢ka barijera u odbrani od mikroorganizama. Lignini su, posle celuloze,
najzastupljenije organske strukture na zemlji (Wallace i Fry, 1994; Strack, 1997).

Najvaznija uloga flavonoida, naro¢ito antocijana u kombinaciji sa flavonima i
flavonolima kao kopigmentima, je u formiranju boje voéa i cveca (Harborne, 1994,

Strack, 1997). Boja cvetova i plodova je veoma bitna za privlacenje insekata i ptica u
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cilju oprasivanja 1 raznoSenja semena. Pored dobro poznatih isparljivih terpena,
polifenolna jedinjenja rastvorna u vodi, kao $to su derivati benzoeve i cimetne kiseline,
mogu posluziti kao alelopatske supstance. Polifenolna jedinjenja mogu biti i signalni
molekuli u interakcijama biljke i bakterija koje fiksiraju azot kod mahunarki (Strack,
1997). Znacajna uloga flavonoida i fenolnih kiselina je njihovo uc¢e$¢e u odbrambenom
mehanizmu biljke. Dokazano je da se u uslovima stresa (prekomerno UV zracenje,
oStecenje tkiva, infekcija) u biljkama indukuje sinteza polifenolnih jedinjenja (Britton,
1983; Dixon i Paiva, 1995). Polifenolna jedinjenja se mogu akumulirati pre i posle
napada mikroorganizama. Pre infekcije su u formi toksina, dok su postinfekcijska
polifenolna jedinjenja u formi tzv. fitoaleksina. Medu polifenolnim toksinima i
fitoaleksinima najvazniji su hidroksikumarini, derivati hidroksicimetne kiseline i
flavonoli (Strack, 1997). Pokazano je da su flavonoidi izuzetno znacajni i efikasni
’havataci’’ slobodnih radikala u biljnom tkivu. Zbog toga se oni koriste i od strane
coveka u obliku razli¢itih preparata biljaka (€ajevi, crno vino 1 sl.), jer su se pokazali
kao veoma jaki antioksidansi. Pored toga, oni su veoma vazni u zivotu coveka radi

zastite od kancera, kao 1 u prevenciji koronarnih 1 drugih oboljenja (Marin, 2003).

Najnovija istraZzivanja u oblasti hemije, biohemije 1 medicine potvrduju da
ekstrakti biljaka sadrZze fenolne kiseline, flavone, izoflavone, flavanole, katehine,
tokoferole, tanine, terpene, te da pokazuju antineoplasti¢na, antiviralna,
antiinflamatorna, antialergijska i antioksidativha svojstva (Capasso i sar., 2005).
Fenolne komponente toksi¢no deluju na mikroorganizme, a mehanizam delovanja
obuhvata inhibiciju oksidovanih komponenti, kao 1 mogucu reakciju sa sulthidrilnim
grupama kroz viSe nespecifi¢nih reakcija sa proteinima. Autori Kuntz i sar. (1999) su
utvrdili da polifenoli mogu imati znacajnu ulogu u prevenciji raka debelog creva

blokiranjem hiper-proliferacije epitela potpomazuéi apoptozu.

Najvaznija dejstva fitohemikalija (Lampe, 1999) su:
- Antioksidativna aktivnost;
- Modulacija enzima koji u€estvuju u detoksifikaciji;
- Sprecavanje agregacije trombocita;
- Promene u metabolizmu holesterola;

- Kontrola koncentracije steroidnih hormona i endokrinog metabolizma;
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- Redukcija krvnog pritiska;
- Antibakterijsko i antivirusno dejstvo.

Kao sto je pomenuto, predstavnici familije Apiaceae se karakteriSu prisustvom
kumarina. Furanokumarini su pronadeni u listovima biljaka koje pripaduaju rodovima
Angelica, Seseli i Peucedanum. U semenima 130 vrsta detektovano je prisustvo ovih
jedinjenja, za $ta se moze re¢i da upravo ova jedinjenja karakteriSu Citavu familiju
Apiaceae. Bioloska aktivnost kumarina je viSestruka. Ksantoksin i drugi furanokumarini
igraju znacajnu ulogu u samim biljkama. To su fitoaleksini koji poseduju antifungalno i
antibakterijsko dejstvo. Derivati heraklenola, izoimperatorina, imperatorina, felopterina,
biakangelicina, skopoletina i psoralena predstavljaju aktivne antimikrobne komponente.
Pokazano je da dihidrobergamotin i bergamotin inhibiraju biofilmove kod patogena.
Kumarini su klasi¢ni antikoagulansi. Jedinjenja kao S$to su 8-hidroksibergapten i
aloizoimperatorin pokazuju visok stepen uklanjanja slobotnih radikala. Imperatorin
deluje hepatoprotektivno, dok kumarin ostol pokazuje antiproliferativni, anti-

inflamatorni, antimikrobni i antialergijski efekat (Sieniawska i Glowniak, 2011).

1.4.3. Taksonomski znacaj polifenola

Boja cvetova 1 drugih biljnih organa se veoma malo koristila kao Cvrst
taksonomski karakter u sistematici. Ovi parametri mogu biti jako varijabilni, jer na njih
mogu uticati tazlic¢iti ekoloski faktori. Poznato je da sasvim razli¢iti pigmenti mogu da
daju istu boju cveta. Treba naglasiti da je boja cveta, ploda ili drugog organa rezultat
prisustva veceg broja razliCitih pigmenata 1 kopigmenata. Flavonoidi se Cesto koriste u
sistemtici zbog svoje hemijske stabilnosti, velikog strukturnog diverziteta, skoro da su
univerzalno prisutni kod visih biljaka, relativno lako se mogu identifikovati i $to je

najbitnije svaka vrsta sadrzi bar nekoliko razli¢itih flavonoida (Marin, 2003).
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1.5. Mikroorganizmi

1.5.1. OpSte karakteristike mikroorganizama

Mikroorganizmi predstavljaju jednu veoma heterogenu grupu organizama koja
obuhvata viruse, bakterije, mikroalge, mikrogljive i protozoe. Mikroorganizmi mogu
biti acelularne grade, prokarioti i eukarioti; jednocelijski, viSecelijski i cenociti¢ni;
pokretni i nepokretni; autotrofi i heterotrofi (medu kojima su i saprofiti, paraziti i
obligatni intracelularni paraziti). Medutim, sve pripadnike ove veoma heterogene grupe
karakterise nekoliko zajedni¢kih osobina, pre svega, male dimenzije (micro - mali),

velika brzina razmnozavanja i velika sposobnost metabolicke adaptabilnosti (Batzing,
2001).

Bakterije su najzastupljenija grupa mikroorganizama u prirodi. One su
kosmopoliti, uglavhom saprofiti ili paraziti, ali ima i autotrofnih predstavnika. Osim
toga, one su ubikvitarni organizmi koji naseljavaju sve zivotne sredine, zemljiste, vodu i
vazduh, a sre¢u se i u sredinama koje su nepovoljne za zivot drugih organizama, kao sto
su sredine sa visokim salinitetom, aciditetom ili alkalitetom, visokim (termalni izvori)
ili niskim temperaturama (sneg i led). Mikroflora zemljista ucestvuje u transformaciji
biljnih ostataka (humifikacija), razlaganju humusnih materija, razlaganju minerala
mati¢nog supstrata i stvaranju minerala. Bakterije vodenih ekosistema obavljaju proces
samoprecis¢avanja (autopurifikacije) vode. Osim toga, u svim sredinama koje
naseljavaju, bakterije neprestano stupaju u razlicite odnose sa drugim

mikroorganizmima, biljkama, zivotinjama i ¢covekom (Mihajilov-Krstev, 2009).
1.5.2. Patogeni mikroorganizmi
Patogenost mikroorganizma se, u Sirem smislu, moze definisati kao njegova
sposobnost da prodire u organizam domacina, da se u njemu odrzava, razmnoZzava i

izaziva bolest. U uzem znacenju patogenost predstavlja sposobnost infektivnog agensa

da izaziva oboljenje (Jawetz i sar., 2007). Ubrajaju se u urodene (genetski
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determinisane) morfofizioloSke osobine u koje spadaju kako nacin ishrane tako i
disanje, tip fermentacije, produkcija pigmenata ili flagela (Karakasevi¢, 1977).

Stepen patogenosti naziva se virulencija (od latinske reci virulentia — otrovnost)
I predstavlja kvantitativnu sposobnost agensa da izaziva oboljenje — virulentni agens
izaziva oboljenje i onda kada u domacinu dospe u malom broju. Virulencija u sebe
ukljucuje adherenciju, invaziju i toksi¢nost (Jawetz i sar., 2007). Taj termin je uveden u
upotrebu jos u vreme, kada se virulencija izjednacavala sa patogenosc¢u i toksi¢noséu,
t]. kada se verovalo da su mikroorganizmi koji izazivaju zarazna oboljenja toksi¢ni.
Zbog toga treba istati da je patogenost mikroorganizama genetski determinisana,
postojana osobina date vrste mikroorganizama (skup kvaliteta), a da je virulentnost
kvantitet tih kvaliteta kod pojedinih sojeva date vrste. Virulentnost zavisi kako od
genetskih predispozicija za patogenost odredene vrste mikroorganizama tako i od
faktora i mehanizama odbrane domacina (njegove otpornosti ili rezistencije). Osim
toga, na virulenciju uticu i1 faktori spoljasnje sredine. Vecina bakterija, posle duzeg
cuvanja u laboratorijama na veStackim hranljivim podlogama, delimi¢no ili potpuno
izgubi svoju virulenciju. Ukoliko je taj gubitak trajan, takvi mikroorganizmi se nazivaju
atenuisani mikroorganizmi.

Virulencija se moze odrediti samo u Zivom organizmu domacina. Postoji vise
metoda za odredivanje virulencije, ali su sve zasnovane na odredivanju broja ¢elija ili
kolicine toksina nekog patogenog mikroorganizma, koji u inokulisanim laboratorijskim
zivotinjama, izazivaju neku patoloSku promenu ili smrt. Najmanji broj Celija ili
najmanja koli¢ina toksina, koji izazivaju smrt ili neki drugi patoloski efekat kod svih
inokulisanih Zivotinja, nazivaju se minimalna efikasna doza (MED) ili minimalna
letalna doza (MLD). Sto je MED, odnosno MLD nekog patogenog soja manji - to je on
virulentniji, a §to je veci - to je on manje virulentan.

Patogenost i virulentnost mikroorganizama s jedne strane, i otpornost |
osetljivost domacina s druge strane, predstavljaju medusobno uzro¢no povezane

bioloske fenomene (Karakasevi¢, 1977).
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1.5.3. Uloga mikroorganizma u infektivnom procesu

Infekcija (naziv potice od latinske reci infectio - zarazavanje) oznafava "stanje
zarazenosti koje je nastalo kao rezultat antagonistickog odnosa izmedu mikro- i
makroorganizma u uslovima okolne sredine” (Radev i sar., 1988). Preciznije, infekcija
podrazumeva multiplikaciju infektivnog agensa (patogenih bakterija) u telu domacina
¢ak 1 kada nema vidljivih simptoma oboljenja.

Uloga mikroorganizama u infektivnom procesu je bazirana na njegovoj
patogenosti, koja predstavlja skup genetski determinisanih osobina, Ciji stepen
ekspresije, virulentnost, zavisi od otpornosti domacina.

Medu patogenima se mogu uociti dve grupe mikroorganizama i to: patogeni
paraziti i patogeni saprofiti. Patogeni paraziti koriste za svoju ishranu zive ¢elije ili
esencijalne metabolite svog domacina, od koga su stalno ili povremeno potpuno
zavisni. Patogeni saprofiti Zive u okolnoj sredini i u organizam domacina dospevaju
pasivnim putem (najcesc¢e u vidu spora preko rana ili konzumiranjem zarazene vode ili
hrane).

U toku evolucije patogeni mikroorganizami su razvili razliite mehanizme
putem kojih deluju na domacina. To su:

1) obrazovanje spora (tetanusni i antraksni bacil), kapsula (pneumokoke,
diplokoke i dr.) i organela za kretanje (enterobakterije, vibrioni kolere, spirohete i dr.);

2) izlu¢ivanje enzima (streptokinaza — protiv fibrinske barijere, hijaluronidaza —
protiv  hijaluronske kiseline vezivnih tkiva, neurominidaza - razgraduje
mukopolisaharide ¢elijskog omotaca epitela disajnih puteva, hemolizini, fibrinolizini,
plazmokoagulaza i dr.);

3) izlu¢ivanje toksi¢nih materija — egzotoksina, sa afinitetom za odredena tkiva
(tetanusni, difterijalni, botulin toksin) i endotoksina koji prouzrokuju opstu intoksikaciju
1 alergijske reakcije (endotoksini enterobakterija, Sigela, salmonela, rikecija 1 dr.).
Egzotoksini se izluuju pri Zivotnim procesima bakterija, a endotoksini prilikom
njihovog liziranja (Radev i sar., 1988).

Svi navedeni faktori patogene aktivnosti mikroorganizama se mogu grupisati u

dve grupe. Jedna grupa im obezbeduje invazivnost, a druga toksi¢nost.
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Sto su:

Invazivnost mikroorganizama olaksavaju faktori koji inhibiSu fagocitozu, kao

- kapsula — neke bakterije oko svojih ¢elija produkuju kapsulu koja ih $titi
od S$tetnih uticaja spoljasnje sredine, a u tkivima domacina od fagocitoze.
Hemijski sastav kapsule moze biti razli¢it. Fagociti mogu da fagocitiraju
inkapsulirane bakterije, ali ne mogu da ih razgrade. Osim toga, oni ih putem krvi
raznesu do ostalih delova tela domacdina, tako da pospesuju Sirenje patogenih
bakterija. Mnoge bakterije produkuju razne omotace (M-protein kod
streptokoka, Vi-antigen kod salmonela) koje inhibisu fagocitozu;

- koagulaza — patogene loze stafilokoka, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis i druge bakterije, produkuju koagulazu koja
ubrzava koagulaciju krvne plazme. Formirani fibrin se istalozi na povrsini
bakterijskih ¢elija 1 oko njih formira ovojnicu koja ih §titi od fagocitoze;

- leukotoksini — neke patogene bakterije produkuju leukotoksine, koji
svojom toksi¢nom aktivnoscu ubijaju ili oStecuju fagocite i na taj nain inhibisu
fagocitozu;

- bakterijske kinaze — neke bakterije produkuju kinaze (streptokoke
produkuju streptokinaze, stafilokoke produkuju stafilokinaze) koje aktivisu
plazmin (plazma-proteaza);

- hijaluronidaza ili faktor prodornosti — mnoge patogene bakterije
(streptokoke, stafilokoke, pneumokoke i Klostridijumi gasne gangrene)
produkuju enzim hijaluronidazu koja razgraduje hijaluronsku kiselinu, vezivnu
materiju u tkivima. Na taj nacin je olakSano Sirenje patogena kroz telo
domacina;

- kolagenaza — enzim koji razgraduje kolagen misi¢a (na zelatin i miSi¢no
tkivo ne deluje) i tako bakterijama otvara puteve za njihovo dalje Sirenje po

organizmu. Kolagenazu u velikoj meri produkuju bakterije roda Clostridium.

Toksi¢nost patogenih bakterija je bazirana na njihovoj sposobnosti da

sintetiSu toksine. U zavisnosti od toga, da li ih izlucuju u spoljasnju sredinu ili ih cuvaju

vezane za celijsku supstancu, toksini bakterija se dele na egzotoksine i endotoksine.
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- Egzotoksine sintetiSu i izlucuju zive i fizioloski normalne patogene
bakterije. Oni su po svojoj hemijskoj prirodi proteini i njih dezintegriSu svi
faktori koji vrSe denaturaciju proteina: visoke temperature, UV zraCenje, soli
teskih metala, proteoliti¢ki enzimi, jake kiseline ili baze.

- Endotoksini su sastavni delovi ¢elija nekih bakterija. Njih bakterije ne
mogu da izlu¢e u svoju okolinu, ve¢ se oni oslobadaju tek nakon liziranja
bakterijskih ¢elija. Endotoksini su kompleksna jedinjenja velikih molekula (kod
Sigela, salmonela, eSerihija i drugih Gram-negativnih bakterija endotoksini su
glicidolipidopolipeptidski kompleksi) koji su otporni na faktore denaturacije
proteina (Karakasevi¢, 1977).

1.5.4. Opis testiranih mikroorganizama

U odnosu na ukupan broj do sada opisanih mikroorganizama mozemo reci da
uzrocnici oboljenja coveka i zivotinja Cine relativno mali broj. U daljem tekstu bice
opisani pojedini rodovi 1 vrste €iji su sojevi poznati kao glavni uzro¢nici velikog broja

bolesti koji su od velikog zna¢aja za humanu i veterinarsku medicinu.

Gram-negativne bakterije

Rod Escherichia

Ovaj rod je dobio ime po Theodoru Escherichu koji je prvi izolovao i opisao
tipsku vrstu ovog roda. To su pravi Stapici, pojedinacni ili u parovima, kapsule i
mikrokapsule prisutne kod mnogih sojeva, Gram-negativne, pokretne (peritrihe) ili
nepokretne, aerobi i fakultativni anaerobi koji imaju i respiratorni i fermentativni tip

metabolizma. Hemoorganotrofi su i oksidaza negativni.

Escherichia coli Migula
Morfologija: Kratki Gram-negativni stapici duzine 2.0-6.0 um, sirine 1.0-1.5 pm
(kada se oboje dimenzije im se skracuju) (Slika 1.5.4). Javljaju se pojedinacno ili u
parovima. Vecina sojeva ima peritrihalne flagele i pokretne su. Mnogi sojevi poseduju

mikrokapsulu, a mnogi imaju brojne fimbrije.
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Slika 1.5.4. Escherichia coli

Kulturelne osobine: Escherichia coli je aerobna i fakultativnho anaerobna
bakterija. Raste dobro na svim jednostavnim podlogama. Kolonije su najéesce srednje
velicine, okrugle, konveksne, glatke, sjajne, providne i bezbojne. Neki sojevi imaju
mukoidne kolonije. Na endo- i eozin-metilenskoplavom agaru kolonije imaju metalni
sjaj. Escherichia coli difuzno boji bujon.

Otpornost: Escherichia coli je prilicno otporna. Mesecima moze opstati u vodi i
zemlji i raznim predmetima. Otporna je na temperature koje su znatno ispod 0°C, a
toplota od 60°C ih ubija posle 15-20 min. Veoma je osetljiva na hlor i hlorna jedinjenja.

Toksicnost: Kod Escherichia coli je utvrdeno vise toksi¢nih materija: endotoksin
(glicidolipidopolipeptidinski kompleks koji je i O-antigen); enterotoksin (termolabilan
je i deluje tako sto vodu i jone tera u lumen creva i izaziva prolive sa teskim
dehidratacijama); hemolizini (a-hemolizin koji je termolabilan i rastvorljiv i -
hemolizin Kkoji je vezan za celiju).

Antigenska struktura: Bakterije vrste Escherichia coli imaju tri antigena:
somatski O-antigen (termostabilan); flagelatni H-antigen (termolabilan) i kapsularni K-
antigen (Slika 1.5.5).

somatski

flagelami O antigen
H antigen

kapsularni
K antigen

Slika 1.5.5. Struktura E. coli sa faktorima virulencije
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O-antigen je povezan sa celijskim zidom kao polisaharidna komponenta
lipopolisaharida (LPS) i prisutan je kod vecine rodova familije Enterobacteriaceae. Na
osnovu njega se razlikuju serotipovi mnogih entericnih Gram-negativnih bakterija. H-
antigen je asociran sa flagelama te ga poseduju samo pokretne bakterije ove familije kao
Sto je E. coli. K-antigen je asociran sa kapsulama ili rede sa fimbrijama. U okviru E. coli
vrsta se, na osnovu O, H i K-antigena, razlikuje se veliki broj serotipova koji su
povezani sa razlic¢itim oboljenjima. Na primer, serotip koji ima O157 i H7 antigene
(poznat kao O157:H7) izaziva nekoliko oblika hemoragi¢nog kolitisa (Strohi i sar.,
2001).

Patogenost za ljude: Escherichia coli je normalni deo mikroflore crevnog trakta
toplokrvnih zivotinja. Naseljava crevni trakt ¢oveka gde sintetise vitamine (B12),
antibiotike (kolicin), ucestvuje u transformaciji ugljenih hidrata i proteina. Kada oslabi
imuni sistem, izaziva crevne poremecaje (enteritis). Takode je i glavni uzroc¢nik
infekcija urinarnog trakta, septikemije i meningitisa, ali izaziva i pneumonie (u
organizam domacina dospeva aspiracijom orofaringealnog sekreta).

Antibiotska terapija: Kao i ostale Gram-negativne bakterije i E. coli je
rezistentna na hidrofobne antibiotike kao S$to su makrolidi, novobiocini, rifamicini,
aktinomicin D 1 fusidinska kiselina. Za to su odgovorne spoljasnja membrana koja je
slabo propustljiva za lipofilne komponente kao i mehanizam njihovog aktivnog
izbacivanja iz bakterijske celije (Nikaido, 1994). Sva oboljenja koja izaziva E. coli

obicno se lece sulfonamidima, ampicilinom, cefalosporinima i tetraciklinima.

Rod Enterobacter
Ovaj rod prvi su predstavili Hormaeche i Edwards (1960). Pretstavnici ovog
rodu su fakultativni anaerobi, Stapicastog oblika. Pojedini sojevi mogu biti patogeni.

NajcescCe izazivaju oboljenja respiratornog i urinarnog trakta.

Enterobacter cloacae Jordan
Morfologija: Gram-negativni $tapici (Slika 1.5.6).
Kulturelne osobine: Rastu anaerobno na temperaturi od 30°C. Kao hranljiva

podloga pogodna za njihov rast koristi se hranjljivi agar.
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Slika 1.5.6. Enterobacter cloacae

Antibiotska terapija: Ova bakterija je odgovorna za oboljenja respiratornog i
urinarnog trakta, zbog cega se koristi gentamicin kao antibiotska terapija (Barnes i sar.,
2003).

Rod Salmonella

Rod je dobio ime po Daniel Elmer Salmonu. Skoro svi mnogobrojni ¢lanovi
roda su patogeni za ljude i zivotinje. Zbog oboljenja koja izazivaju u coveka nazivaju se
tifus-paratifus-enteritis grupa (PTE-grupa).

Morfologija: Gram-negativni Stapic¢i koji su pokretni uz pomo¢ peritrihalnih
flagela (izuzetak su S. pullorum i S. gallinarum koje su nepokretne), asporogene su i
nemaju vidljivu kapsulu.

Kulturelne osobine: Rastu na obogac¢enim podlogama (MacConkey agar,
Wilson-Blairov agar, DCA (dezoksidiholatsko-citratni agar) i SS (Salmonella-Shigella
agar) u aerobnim i anaerobnim uslovima. Kolonije su im okrugle konveksne, glatke i
sjajne, pre¢nika 2-3 mm. Na Wilson-Blairovom agaru rastu smede do crne kolonije sa
metalnim sjajem. Na DCA-u rastu bezbojne, nesto plavicaste, prozraéne kolonije.
Hranljivi bujon sve salmonele difuzno zamucuju. Za njihovu izolaciju iz krvi koristi se
dekstrozni bujon.

Otpornost: Osetljive su na razli¢ite faktore. U ledu i zamrznutoj zemlji ostaju
zive preko cele zime, ali ih temperatura od 56°C ubija ve¢ nakon 20-30 minuta.
Osetljive su na hlor, natrijum dezoksiholat i jedinjenja selena.

Toksicnost: produkuju endotoksin (ne i egzotoksin) koji je polisaharidno-
lipidno-polipeptidni kompleks. On je ujedno i somatski antigen salmonela.
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Antigenska struktura: Salmonele imaju somatske (O-antigeni Kkoji su
termostabilni 1 oznacavaju se arapskim brojevima) i flagelatne antigene (proteinske
prirode i termolabilni: specifiéni H-antigeni faze I koji se oznac¢avaju malim latinskim
slovima i nespecifi¢ni H-antigeni faze II koji se oznacavaju arapskim brojevima). Na
povrsini bakterijske ¢elije mnoge salmonele imaju i ovojni ili Vi-antigen (Felix i Pitt su
smatrali da su salmonele sa tim antigenom virulentne - Virulence factor). Svaki od tih
antigena je kompleksan i sastavljen od viSe antigena. Vrsta S. enterica je na osnovu
pomenutih antigena podeljena na preko 1500 serotipova (Slika 1.5.7) (Strohi i sar.,
2001).

flagelatni
H antigen

virulentni
Vi antigen

somatski
O antigen

Slika 1.5.7. Peritrihalne flagele kod roda Salmonella

Patogenost za ljude: Sve vrste ovoga roda su patogene za ljude i izazivaju razna
oboljenja poznata kao salmoneloze koje se mogu podeliti u tri grupe:

1) Opste cikli¢ne zarazne bolesti — njih izazivaju S. typhi i S. paratyphi A, B
(S. schottmuelleri) i C (S. hirschfeldii), koje su patogene samo za ljude i uzrokuju
trbusni tifus, odnosno paratifusni sindrom.

2) Alimentarne toksikoinfekcije — pocinju kao intoksikacije jer se u
organizam unesu endotoksini ali moze uslediti i infekcija koja se najceS¢e manifestuje
akutnim gastroenteritisom. Njih naj¢eS¢e izazivaju S. enteritidis, S. tyhimurium, S.
cholerasuis, S. thompson, S. newport, S. morbifikans bovis, S. derby i S. anatum (Slika
1.5.8, Slika 1.5.9).
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Slika 1.5.8. Salmonella enteritidis

Slika 1.5.9. Salmonella tyhimurium

3) Enteritisi — razvijaju se sporo, ali mogu trajati duze vreme sa sluzavo-
gnojnim prolivima koji li¢e na dizentericke. Izazivaci su serotipovi oznaceni kao S.
enteritica, ukljucuje >2000 serotipova koji uzrokuju gastroenteritis i odgovorni su za
85% svih infekcija salmonelom.

Antibiotska terapija: kod gastroenteritisa antibiotska terapija nije potrebna i
moze produziti kliconostvo. Kod enteritisa uspe$no deluju B-lactamidi i fluorokvinoloni
dok se u sluCajevima invazivnih salmoneloza koriste ampicilin, trimetoprim-
sulfametoksazol ili cefalosporini tre¢e generacije (Strohi i sar., 2001). Najveci problem
je transmisija plazmida izmedu enter¢nih bakterija, koji nose gene za rezistentnost na
odredene antibiotike, zbog Cega je za izbor antibiotika neophodan antibiogram test
(Jawetz i sar., 2007).

Rod Pseudomonas

U okviru roda nalaze se pravi ili malo zakrivljeni stapi¢i, nikada helikoidni,
Gram-negativni, pokretni — jedna ili nekoliko polarnih flagela, retko nepokretne,
aerobne, striktno respiratorni tip metabolizma, organotrofi, neke vrste su fakultativni
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hemolitotrofi (H, i CO kao izvori energije), siroko rasprostranjene u prirodi, neke vrste

patogene za ¢oveka, zivotinje i biljke (Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology).

Pseudomonas aeruginosa Schroter

Morfologija:  stapicasta, Gram-negativna  bakterija sa  unipolarnom
pokretljivoscu (Slika 1.5.10).

Kulturelne osobine: Oksidaza pozitivne, B-hemoliticke bakterije. Produkuju
mnoge pigmente kao S$to su: piocijanin (plavo-zeleni), fluorescein (zuto-zeleni
fluorescentni pigment) i piorubrin (crveno-braon). Rastu aerobno i prezivljavaju i na
temperaturi od 42°C. Nemaju sposobnost fermentacije ugljenih hidrata. Njegova
determinacija u odnosu na ostale pripadnike ovoga roda vrsi se testiranjem biohemijske

aktivnosti sa velikim brojem supstrata (Jawetz i sar., 2007).

Toksic¢nost: Luce endotoksine, egzotoksine, enzime i druge bioloski aktivne
materije koje povecavaju njihovu toksicnost. Uz pomoc¢ pila (fimbrija) pricvrséuju se za
¢elije domacina. Njihovi lipopolisaharidi su odgovorni za endotoksi¢ne sposobnosti
organizma. Vecina P. aeruginosa izolovanih iz klinickog materijala produkuje
ekstracelularne enzime — elastaze i proteaze i dva hemolizina — termolabilnu fosfolipazu

C i termostabilni glikolipid (Jawetz i sar., 2007).

Slika 1.5.10. Pseudomonas aeruginosa

Antibiotska terapija: Ova bakterija je prirodno rezistentna na penicilin i -
laktamske antibiotike. Ta rezistencija se objasnjava time $to ona poseduje sloZeno
gradeni ¢elijski zid u kome su prisutni porini. Osim toga ona poseduje pumpe, tzv. ABC

transportere, koji izbacuju antibiotik iz ¢elije pre nego Sto je on poceo da deluje. Ova
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bakterija veoma brzo razvija rezistenciju na upotrebljene antibiotike, zbog Cega se
koristi ~ agresivna  antibiotska  terapija  kombinacijom  aminoglikozida i

antipseudomonalnog 13-1aktama, ili kvinolona (Strohi i sar., 2001).

Gram-pozitivne bakterije

Rod Staphylococcus

Rod Staphylococcus je dobio naziv od grékih reci staphylus — grozd i coccus —
zrno. Stafilokoki su loptastog oblika, dijametra 0.6-1.0 um. U preparatima iz kultura
poredani su u nepravilnim grozdovima. Gram-pozitivne su, ali patogeni sojevi mogu biti
i Gram-varijabilni. Spadaju u grupu veoma otpornih bakterija. Siroko su rasprostranjeni

u prirodi. Mogu biti patogeni za coveka i zivotinje.

Staphylococcus aureus Rosenbach- zlatni stafilokok

Ova bakterija je dobila ime po zuto-zelenoj boji svojih kolonija. Patogena je i
1zaziva mnostvo razliCitih infekcija 1 intoksikacija.

Morfologija: bakterija loptastog oblika (koka) koja gradi grozdaste formacije
(Slika 1.5.11). Gram-pozitivna je. Spada u fakultativno anaerobne bakterije, jer joj je za
dobijanje energije potreban Kiseonik, ali moze opstati i bez njega. Celijski zid zlatnog
stafilokoka se sastoji iz debelog sloja mureina sa kojim je asocirana tejhojna kiselina i
polisaharidi. Osim toga, on sadrzi jo§ neke supstance (npr. protein A) koje imaju ulogu
u izbegavanju odgovora odbrambenog sistema i olakSavaju Sirenje ove bakterije
(poseduje proteine koji se vezuju za tkivne proteine kolagen i fibronektin). U ¢elijskoj
membrani sadrzi lipotejhojnu kiselinu. Ove supstnce mogu da aktiviSu sistem
komplemenata (deo odbrambenog sistema) i makrofage.

Otpornost i toksicnost: Staphylococcus aureus produkuje i oslobada mnoge
enzime 1 toksine: SintetiSe intracelularne (protein A, faktor nagomilavanja, fibronektin
vezujuci protein) i ekstracelularne metabolite (a, B, y 1 & toksini i superantigeni
egzotoksini). Enterotoksini (A-E, H, G i 1) se nalaze u pokvarenim namirnicama.
Nastaju vrlo brzo 1 otporni su na toplotu (ne denaturiSu se na temperaturi od 100°C 1

nakon vise od 30 min). Spadaju u superantigene.
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Slika 1.5.11. Staphylococcus aureus

Patogenost za ljude: Staphylococcus aureus cesto naseljava kozu i sluzokozu
(pogotovo sluzokozu nosa), narocito kod bolnic¢kih pacijenata. Bolesti koje izaziva ovaj
stafilokok mogu biti invazivne (nastaju prodorom bakterije u organizam),
intoksikacijske (bakterije ne prodiru u organizam ve¢ izlucuju toksine koji su odgovorni
za poremecaje, npr. konzumiranjem pokvarenih namirnica) i kombinacija ove dve
grupe.

Antibiotska terapija: u terapiji se koriste antibiotici koji su stabilni na dejstvo
laktamaze koja razlaze i inaktivise neke peniciline. U tom smislu se koriste 3-laktamaza
rezistentni penicilini kao §to su nafcilin i oksacilin. Siroka primena antibiotika je dovela
do selekcije mnogih rezistentnih sojeva. Meticilin rezistentni Staphylococcus aureus
(MRSA\) je jedan od najpoznatijih primera. On izaziva bolnicke infekcije kod ljudi sa
oslabljenim imunitetom. Na njega deluje svega nekoliko antibiotika (glikopeptidi kao
Sto je vankomicin) te se takvi pacijenti moraju izolovati i tako spreciti Sirenje infekcije

unutar bolnice (Strohi i sar, 2001).

Rod Micrococcus

Za ovaj rod karakteristi¢no je to da tu spadaju Gram-pozitivne loptaste bakterije,
dijametra od 0.5-3 um. Osnovna karakteristika ovih bakterija je debeo celijski zid
(Siems i sar., 1986). Srecu se na razli¢itim mestima: voda, prasina, zemljiste. 1zolovane
su sa povrSine ljudske koze, iz Zivotinjskih 1 mle¢nih proizvoda, kao i iz piva. Mogu
opstati u okruzenju koje je siromasno vodom ili u sredini sa visokom koncentracijom
soli (Greenblat i sar., 2004; Sims i sar., 1986).

Uglavnom su saprofiti ili komensali, retko patogeni, jer se sre¢u u normalnoj

mikroflori koZe coveka (Smith i sar., 1999).
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Micrococcus flavus Cohn
Morfologija: Bakterije ove vrste su sferi¢nog oblika, 0.7-1.0 um i nepokretne su.
Gram-pozitivne, aerobne i heterotrofne.
Kulturelne osobine: Formiraju Zzute, glatke i kruzne kolonije. Rastu na
temperature od 30.5-31.5°C, a pH vrednost iznosi od 6-6.2. Katalaza i oksidaza su

pozitivne (Xing-Yu i sar., 2007).

Rod Bacillus

U ovaj rod spadaju krupne Gram-pozitivne Stapicaste celije sa zaobljenim
krajevima, koje se javljaju pojedina¢no, u parovima ili u vidu lanaca. Vecina su
pokretne, neke stvaraju kapsulu. Aerobne su ili fakultativno aerobne, katalaza pozitivne.
Vecina vrsta roda Bacillus su saprofiti koji su Siroko rasprostranjeni u zemljistu, na
biljkama, u vodi i vazduhu. Izuzetak je Bacillus anthracis koji je patogen, mada i rodovi
B. cereus, B. subtilis i B. megatherium mogu biti uslovno patogeni. B. thuringiensis je

patogen insekata i koristi se u njihovoj kontroli.

Bacillus cereus Frankland & Frankland

Morfologija: Bacillus cereus je bakterija koja formira spore (Slika 1.5.12).

Toksicnost i patogenost za ljude: Prouzrokuje dva posebna sindroma Jedan je
sindrom kratke inkubacije sa povracanjem, a drugi je period duge inkubacije sa
dijarejom. Emeticki sindrom ima inkubacioni period i klinicku sliku slicnu trovanju
hranom koju izaziva S. aureus, sa mu¢ninom i povracanjem i nastaje posle 1-6 sati
nakon inkubacije. Emeticki toksin je termostabilan i otporan na proteaze i varijacije pH.
Toksin koji je povezan sa drugim sindromom je termolabilan i osetljiv na tripsin
(Schechter, 2004).

ok

Slika 1.5.12. Bacillus cereus
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Rod Listeria

Listeria vrste su Gram-pozitivne, asporogene, mikroaerofilne bakterije koje su
sposobne da rastu u opsegu temperatura od 4-37°C. Nalaze se u zemljistu, sirovoj hrani
i proizvodnom okruzenju. Najznacajnija vrsta kao uzro¢nik infekcija ljudi i zivotinja
(listerioza) je Listeria monocytogenes. Za bezbednost namirnice je vazna Cinjenica da je

ova bakterija sposobna da se razmnozava na temperaturi hladenja (Dimi¢ i sar., 2010).

Listeria monocytogenes E. Murray et al.
Morfologija: Listeria monocytogenes je Gram-pozitivni, fakultativni
intracelularni patogen koji se unosi naj¢es¢e putem hrane (Ramaswamy i sar, 2007).
Kulturelne osobine: Veoma je pokretna na temperaturi od 20°C, dok na
temperaturi od 37°C prestaje sa kretanjem. Mogu biti kultivisane na krvnom agaru.

Siroko su rasprostranjene (Slika 1.5.13).

Slika 1.5.13. Listeria monocytogenes

Patogenost za ljude: Listeriae su klasi¢ni oportunisti. Kod osoba sa normalnim
imunim sistemom, infekcija ¢e biti tiha ili imati klini¢ku sliku gripa. Kod osoba sa
oslabljenim imunim sistemom, oboljenje se manifestuje kao sepsa ili izaziva
meningoencefalitis. Rede, izaziva¢ je endokarditisa. Listerioza tokom trudnoce izaziva

spontani pobacaj ili konatalnu listeriozu (Kayser i sar, 2005).

Mikromicete
Rod Candida
Rod Candida je vrstama brojan i vrlo heterogen rod, obuhvata nesavrsene forme

kvasca, svrstane u podrazdeo Deuteromycotina zdog odsustva polnog procesa, mada
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neke njihove osobine ukazuju na pripadnost podrazdelima Ascomycotina ili
Basidiomycotina.

Vrste koje pripadaju ovom rodu razmnozavaju Se vegetativno - pupljenjem.
Usled neodvajanja pupoljaka, obrazuju pseudomiceliju sa razli¢itim stepenom prelaska
ka pravoj miceliji. Na pseudomiceliji se uocavaju karakteristicna suzenja na mestima
pregrada. U procesu analognom pupljenju, mogu da formiraju blastospore (Carlile i sar.,
2006).

Candida albicans C.P. Robin

Morfologija: Celija kandide je ovalnog oblika, dijametra oko 4 pm (Slika
1.5.14). U pitanju je polimorfna vrsta, $to znac¢i da moze imati vise morfoloskih formi
(blastokonidije i hifalne forme) (Stojanovi¢-Radi¢, 2011).

Patogenost za ljude: Candida albicans izaziva oboljenja poznata kao kandidiaze.
Zajedno sa ostalim vrstama ovoga roda nalazi se u kozi, ustima, vagini i crevima kao
normalna telesna flora. Infekcije nastaju onda kada ostala bakterijska kompetitorska
flora biva limitirana upotrebom antibiotika koji nemaju fungicidno delovanje. Postoje

oralne, vaginalne i sistemske kandidiaze koje se mogu manifestovati na razli¢ite nacine.

Slika 1.5.14. Candida albicans

Antibiotska terapija: Oralne i vaginalne kandidiaze se, pre svega, leCe nistatinom
1 klotrimazolom, zatim ketonazolom, flukonazolom 1 itrakonazolom. Za leCenje
sistemske kandidiaze koristi se amfotericin B, sam ili u kombinaciji sa flucitozinom
(Strohi i sar., 2001).

Rod Aspergillus
Gljive iz roda Aspergillus izazivaju plesni na razli¢itim supstratima. Konidiofori

su im jednocelijski, nerazgranati, sa loptastim proSirenjima na vrhu zvanim vezikula. Od
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njih su radijalno rasporedene fijalide (flaSolike tvorevine), a na njima nizovi
jednocelijskih konidija.

U odgovarajuc¢im uslovima gljive predstavnici roda Aspergillus mogu da uzmu
ucesce u pojavi plesnivosti semena, plodova i raznih proizvoda. Neke vrste su patogene
za ¢oveka 1 Zivotinje izazivajuci bolesti tipa aspergiloze.

U industriji se koriste za dobijanje fermenata, organskih kiselina i antibiotika
(Rankovi¢, 2003).

Aspergillus niger van Tieghem

Morfologija: Konidijalne glavice mrke, okrugle, radijalne (Slika 1.5.15).
Vezikula takode okrugla, kod mladih konidijalnih glavica prisutne su samo fijalide, kod
starijih i profijalide i fijalide. Konidiofori dugacki, duzi od 3 mm. Konidije okrugle,
hrapave, 3.5-5 um. Mogu obrazovati sklerocije krem boje (Raper i Fennell, 1952).
Kosmopolitska je vrsta.

Kulturelne osobine: Brzo rastu¢a kolonija na selektivnim mikoloskim
podlogama. Na CzA podlozi, pri temperaturi od 25°C, kolonija je bela ili zuta sa
mnos$tvom braon crnih glavica, koje daju karakteristican izgled celoj koloniji. Izolovana
iz vazduha, suvih semena, plodova, tekstila. Temperaturni opseg za rast je 20-40°C,
optimum razviéa na 37°C. Ugestvuje u produkciji razli¢itih enzima - amilaze i
amiloglukozidaze; u produkciji oksalne i fumaricne Kiseline; u industriji za razlaganje

plastike i celuloze.

Slika 1.5.15. Aspergillus niger
Patogenost: Aspergillus niger je ¢est uzrocnik kvarenja hrane, inficira meso i jaja.

Prisutna u zemljistu i raspadaju¢em biljnom materijalu, prouzrokovaé¢ crne plesni luka

(Elis i Ellis, 1997). lzaziva¢ infekcija o¢iju kod ljudi i pojavu alergijskih reakcija, usled
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inhalacije spora. Producent mikotoksina (malformin C, nafto-kinon) (Gravsen i sar.,
1994).

Aspergillus ochraceus Wilhelm

Morfologija: Konidije okruglaste ili elipti¢ne, precnika 2.5-3.0 um, sa glatkim
zidovima (Slika 1.5.16). Nepravilno oblikovane sklerocije ¢esto prisutne, bele, kasnije
tamnije-purpurne  (Skrinjar, 1979). Siroko rasprostranjena vrsta u tropskim i
subtropskim arealima ali se takode nalazi i u Evropi u razli¢itim tipovima

Kulturelne osobine: Na CzA kolonija dostize pre¢nik 2.5-3.5 cm za 7 dana na
temperaturi od 25°C. Konidijalne glavice su oker zute boje. Vezikule okrugle ili
elipti¢ne, potpuno fertilne obrasle profijalidama i fijalidama. Izolovana je iz vazduha i
kuéne prasine. Temperaturni opseg za rast 12-27°C, optimum 27°C. Koristi se za
biolosku kontrolu vrsta rodova Fusarium i Verticillium, degradaciju n-alkana i

transformaciju sterola.

Slika 1.5.16. Aspergillus ochraceus

Patogenost: Ova gljiva izaziva flekavost i truljenje drveta, duvana, pamuka i dr.
Napada insekte, naj¢esée svilenu bubu. Od mikotoksina produkuje ohratoksin A Koji
izaziva kvarenje hrane, oStecenje jetre kod domacih zivotinja i ljudi; 1 ksantomegnin

koji oStecuje bubrege i jetru (Gravsen i sar., 1994).

Aspergillus versicolor (Vuill) Tiraboschi
Morfologija: Konidijalne glavice hemisfericne (Slika 1.5.17). Konidiofori
bezbojni, vezikula hemisfericna ili semielipticna, fijalide biserijatne. Konidije su

okruglaste, 2-3.5 um u pre¢niku (Raper i Fennel, 1952). Pored toplih regiona srece se i u
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umerenom klimatu, halofilna vrsta. Izolovana je sa zobi, konzervirane Sunke, vlaznog
brasna, poliranog i nepoliranog pirinca a najvise sa sira.

Kulturelne osobine: Kolonija na CzA podlozi sporo raste, samo 1-1.5 cm u
pre¢niku za 7 dana, pri temperaturi 25°C. Boja kolonije je u pocetku bela, zatim
zuckasto oranz do zuto zelena, sa ruziCastim sektorima, radijalno zonirana. Konidije
klijaju na minimalnoj relativnoj vlaznosti vazduha 78% na temperaturi od 4-5°C.
Optimalna temperature za rast je 22-26°C a maksimalna 40°C. A. versicolor moze da
koristi ugljovodonike iz pogonskog goriva. Produkuje enzime za razgradnju skroba,
celuloze, lipida i proteina. Takode moze da transformiSe progesteron u testosteron i

druge srodne ketone.

Slika 1.5.17. Aspergillus versicolor

Patogenost: Pored drugih vrsta mikromiceta ova vrsta je indikator poviSene
vlage u kucama, cesto je izolovana sa vodom oStecenog gradevinskog materijala ili
tapeta. Ova vrsta je odgovorna za biodegradativna oStecenja vojne opreme i optickih
instrumenata u tropima. Metabolit koji produkuje geosmin - gorkog, oporog mirisa
povezan je sa vlagom u kudi, iritira o€i 1 nos. Producent je kancerogene supstance

sterigmatocistina - moze izazvati ozbiljna oboljenja kod stoke (Gravsen i sar., 1994).

Aspergillus fumigatus Fresenius
Morfologija: Kolonije gljiva nastaju iz konidijofora, pri ¢emu se formiraju sivo-
zelena konidije (2-3 um) (O'Gorman i sar., 2008). Saprotrof je Siroko rasprostranjena u
prirodi, nalazi se u zemljistu i u kompostu (Slika 1.5.18).
Kulturelne osobine: Optimalna temperature rasta iznosi 37°C, medutim sreée se
i na temperaturi od 50°C, a kada je u stadijumu konidija prezivljava temperature i do

70°C. Spore ovih gljiva se nalaze u vazduhu.
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Slika 1.5.18. Aspergillus fumigatus

Patogenost: Ovo je gljiva koja je najcesc¢e odgovorna za mnoge bolesti koje
nastaju kod osoba sa imunodeficijencijom. Kod zdravih osoba spore se otklanjaju putem
imunog sistema, dok kod osoba sa AIDS-om ili leukemijom spore mogu biti patogene i

izazivaci su bolesti koja se naziva aspergiloza (Cui i sar., 1996).

Rod Penicillium

Gljive iz roda Penicillium obrazuju konidijski aparat koji se sastoji od
viSecelijskog, ponekad razgranatog stabla oznacenog kao stipe. Na njem se nalazi jedno
ili dvostruko razgranati penicillus-i (penicillus=¢etkica). Na vrhu je konidijofor sa
granama, a na njemu su fijalide sa konidijama.

Vrste iz roda Penicillium su veoma rasprostranjene zemljisne gljive, koje vrse
razgradnju organskih materija. Neke vrste izazivaju truljenje plodova prilikom njihovog
Cuvanja, dok druge vrste gljiva ovog roda uzrokuju nastanak plesni na kukuruzu i
zrnima drugih biljaka, zatim budanje raznih hranljivih produkata, oStec¢enja plasti¢nih
masa, metala i drugih materijala. Pojedine vrste su znacajne za ¢oveka, jer su odgovorne

za dobijanje penicilina i njemu sli¢nih antibiotika (Rankovi¢, 2003).

Penicillium funiculosum Thom

Morfologija: Konidiofore Cesto veoma kratke, obrazuju se direktno na miceliji,
glatke, uglavnom negranate (Slika 1.5.19). Metule po 5-8 u grupi nose paralelno
grupisane fijalide. Konidije elipti¢ne ili okrugle, 2.5-5.0 um u pre¢niku, obrazuju
dugacke lance (Skrinjar, 1979). Siroko je rasprostranjena, éesto izolovana iz zemljista.

Kulturelne osobine: Na sobnoj temperaturi kolonija veoma brzo raste na

standardnim podlogama. Boja kolonije varira u zavisnosti od koli¢ine vazdu$ne micelije
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koja je somotasta, obi¢no je Zutonarandzasta ili crvenkasta sa eksudacijom u vidu
bezbojnih ili svetlo obojenih kapi. Nali¢je kolonije narandzasto, crvenkasto ili

narandZastosmede boje.

Slika 1.5.19. Penicillium funiculosum

Patogenost: 1z ekstrakta ove vrste izolovana su antiviralna jedinjenja, statolon i
helenin. Vrsi sintezu celulitickih enzima. Napada mnoge materijale, narocito tekstil.
Produkuje mikotoksine luteoskatin i ciklohlororin, odgovorne za o$te¢enja jetre kod

eksperimentalnih zivotinja (Gravsen i sar., 1994).

Penicillium ochrochloron Biourge

Morfologija: Siroko rasprostranjena. Izolovana iz rastvora bakra, iz zemljiita, iz
fuksinske kiseline sa niskim pH vrednostima.

Kulturelne osobine: Brzo rastu¢a kolonija na MA. Micelija je rastresita i
somotasta, hife su submerzne. Boja kolonije poti¢e od konidija koje se razvijaju u
ograni¢enom broju i obi¢no je od beli¢aste do zelenkasto sive (Slika 1.5.20).
Patogenost: Ostecuje razliCite materijale, narocito plastiku 1 tekstil, otporna je prema

solima bakra (Gravsen i sar., 1994).
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Slika 1.5.20. Penicillium ochrochloron
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Rod Trichoderma
Vrste roda Trichoderma su prisutne uglavnom u zemljiStu. Za njih je karakteristi¢no to

da stupaju u simbiozu sa biljkama i na taj nacin ih brane od patogenih mikroorganizama

(Harman i sar., 2004).

Trichoderma viride Pers.

Morfologija: Konidiofore, uspravne, bezbojne, veoma razgranate, fijalide
pojedinacne ili u grupama (Slika 1.5.21). Konidije jednocelijske, loptaste, 3.5-4.5 um u
pre¢niku (Gravsen i sar., 1994). Rasprostranjena u zemljiStu, panjevima, oborenom
drvecu.

Kulturelne osobine: Kolonija $iroko raste i vrlo brzo do 7 cm u pre¢niku, za 5
dana na 25°C. Boja kolonije je od beli¢aste, svetlozelene do tamnozelene. Jedan od
prvih kolonizatora stelje, poseduje veoma jaku celuliticku aktivnost. Nalazi se u

vlaznim kucama, na zidovima, plo€icama u kuhinji. Izolovana je iz vazduha i kuéne

prasine. Temperaturni opseg za rast 6-32°C, a optimum na 20-28°C.

Slika 1.5.21. Trichoderma viride

Patogenost: Otporna je na mnoge antimikotike. Koristi se za proizvodnju
celuloze i hemiceluloze. MozZe da akumulira DDT. SintetiSe supstance sa antibiotskom
aktivnosc¢u, koje su toksicne za sisare. [zaziva nekrozu korena grasSka, limuna, paradajza
1 drugih biljaka. Gradevinski materijal ostecen vlagom, celulozni tekstil, plastika i dr.
mogu biti kolonizovani ovom vrstom T. viride izaziva alergiju tipa 1. Produkuje

mikotoksine trikodermin i trikotoksin A (Gravsen i sar., 1994).
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1.6. Antimikrobna aktivnost

Sinteticki antibiotici, penicilin, streptomicin 1 ostali su, od svog otkrica u
dvadesetom veku, znacajno uticali na smanjenje rizika od nastanka zaraznih bolesti. S
druge strane, poslednjih godina su bakterijske infekcije (infekcija respiratornog trakta,
meningitis, polne bolesti) sve ucestalije, uzrokovane, pre svega, rezistentnos¢u bakterija
na sintetiCke antibiotike (Russell, 2003). U poslednjih nekoliko decenija sve je veca
potreba za prirodnim i neSkodljivim antimikrobnim supstancama, $to je uslovljeno sve

¢es¢im razvijanjem rezistencije mikroorganizama na sinteticke antibiotike.

1.6.1. Antimikrobna aktivnost etarskih ulja i ekstrakata

Za antimikrobnu aktivnost etarskih ulja je vazna hemijska struktura pojedinih
komponenti. Od najve¢eg znacaja je lipofilni karakter ugljovodoni¢nog skeleta i
hidrofilni karakter funkcionalnih grupa. Razlika u antimikrobnoj aktivnosti pojedinih
komponenata je sledeca: fenoli > aldehidi > ketoni > alkoholi > etri > ugljovodonici
(Dorman i Deans, 2000).

Antimikrobna svojstva vecine etarskih ulja su bazirana na fenolnim jedinjenjima
koja su uglavnom zastupljena sa nejve¢im procentom u ukupnom ulju (Cosentino i sar.,
1999). Medutim, postoje podaci koji ukazuju na to da i malo zastupljene komponente
igraju vaznu ulogu u antimikrobnoj aktivnosti usled moguceg sinergistickog delovanja
sa ostalim komponentama (Paster i sar., 1995).

Kod fenolnih jedinjenja je dokazano da pozicija hidroksilne grupe u fenolnom
prstenu ne uti¢e mnogo na njihovu antimikrobnu aktivnost. Delovanje timola na B.
cereus, S. aureus, P. aeruginosa je slicno kao kod karvakrola (Lambert i sar., 2001;
Ultee i sar., 2002). Medutim, postoje i rezultati koji upucuju na razlic¢ito delovanje
timola i karvakrola na Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije (Dorman i Deans,
2000). Znacaj fenolnog prstena (sistem destabilisanih elektrona) se vidi u znatno nizoj
aktivnosti mentola u odnosu na karvakrol (Ultee i sar., 2002). Etarska ulja koja imaju
veliku koli¢inu jedinjenja sa hidroksilnom funkcionalnom grupom (alkoholi) pokazuju
nesto manju aktivnost (ulje Cajnog drveta sadrzi terpinen-4-ol i a-terpineol; geranijuma

— geraniol i citronelol, nane — mentol, lavande — linalol i linalil-acetat). Acetati, takode,
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pokazuju izvesnu aktivnost — geranil-acetat je aktivniji prema Gram-pozitivnim i Gram-
negativnim bakterijama u odnosu na geraniol (Dorman i Deans, 2000). Aktivne
komponente ulja su laktoni (El-Ansari i sar., 1995), poliacetileni (Avato i sar., 1997),
kao 1 alifati¢ni alkoholi i aldehidi (Kubo i Lunde, 1995). Kod nefenolnih komponenti
etarskih ulja, ustanovljeno je da tip alkil grupe uti¢e na aktivnost (alkenil > alkil), npr.
limonen je aktivniji od p-cimena (Dorman i Deans, 2000). Ipak, korelacija izmedu
aktivnosti i sastav etarskog ulja jo§ uvek nije dovoljno proucena (Cox i sar., 2001).
Pretpostavlja se da je antimikrobna aktivnost etarskih ulja odredena viSe sastavom
konstituenata nego njithovom koli¢inom (udelom u ukupnom ulju).

Osim toga, poznato je da se sastav i antimikrobna aktivnost etarskog ulja kod
iste vrste moze razlikovati izmedu sezona i izmedu razli¢itih geografskih lokaliteta
(McGimpsey i sar., 1994; Cosentino i sar., 1999; Juliano i sar., 2000; Faleiro i sar.,
2002). Veliki broj istrazivanja potvrduje podatak da etarska ulja, koja se formiraju
tokom ili odmah nakon cvetanja, imaju najveci antimikrobni efekat (McGimpsey i sar.,
1994; Marino i sar., 1999). Takode, razli¢itu antimikrobnu aktivnost pokazuju i razliciti
enantiomeri sastavnih komponenti etarskih ulja, kao i ulja iz razli¢itih delova iste biljke.
Zna se da je (-)-pinen aktivniji od enantiomera (+)-pinena (aktivniji prema 18 od 25
ispitivanih razlicitih bakterijskih sojeva i prema dve od tri filamentne gljive) (Lis-
Blachin i sar., 1999). Aktivnost enantiomera karvona i limonena je priblizno ista

(Aggarwal i sar., 2002).

1.6.1.1. Mehanizam antimikrobnog delovanja

Antibakterijska aktivnost etarskih ulja je konstatovana u mnogim radovima, ali
nije detaljno objasnjen njihov mehanizam delovanja. Sa stanovista velikog broja
razli¢itih hemijskih komponenti etarskih ulja, moZe se pretpostaviti da se njihova
aktivnost ne bazira na jednom specificnom mehanizmu ve¢ da postoji nekoliko ciljnih
mesta delovanja (Skandamis i sar., 2001; Carson i sar., 2002). Osim toga, pored
direktnih (primarnih) efekata koji su posledica delovanja samih ulja, javljaju se i
mnogobrojni sekundarni efekti.

Vazna osobina etarskih ulja je njihova hidrofobnost usled koje se ona rastvaraju

u lipidnom dvosloju bakterijskih ¢elijskih membrana dovode¢i do njihove promene u
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strukturi 1 permeabilnosti (Sikkema 1 sar., 1994), Sto izaziva izlazak jona i drugih
¢elijskih komponenti iz ¢elije (Cox i sar., 2000; Lambert i sar., 2001; Skandamis i sar.,
2001; Carson i sar., 2002; Ultee i sar., 2002; Nguefack i sar., 2004). Usled svega toga,
kao sekundarni efekat, nastupa celijska smrt (Denyer 1 Hugo, 1991). Podaci o
proucavanju delovanja ulja dobijenog iz ¢ajnog drveta na E. coli pokazuju da smrt moze
nastupiti 1 pre lize ¢elije (Gustafson i sar., 1998).

Generalno etarska ulja poseduju snaznu antimikrobnu aktivnost protiv patogenih
bakterija jer sadrze visok procenat fenolnih komponenti kao Sto su karvakrol, eugenol
(2-metoksi-4-(2-propenil)phenol) i timol (Dorman i Deans, 2000; Juliano i sar., 2000;
Lambert i sar., 2001; Ben Arfa i sar., 2006).

Njihov mehanizam delovanja je sli¢an delovanju ostalih fenolnih jedinjenja:
reaguju sa citoplazmatskom membranom izazivaju¢i njene lezije i promenu
permeabilnosti, §to rezultuje u promeni membranskog potencijala, ATP-a, intracelularne
pH sredine, tj. pH-gradijenta i efluksu Na*-jona (Slika 1.6.1.1) (Nguefack i sar., 2004).
To je potvrdeno i snimcima na elektronskom mikroskopu kod bakterija B. cereus
(model-sistem za Gram-pozitivne bakterije) i E. coli (model-sistem za Gram-negativne
bakterije) (Khadija i sar., 2003) i kod gljive S. cerevisiae (Bennis i sar., 2004). Takode
je dokazano da karvakrol snizava produkciju toksina od strane Bacillus cereus (Ultee i
sar., 2002) i Clostridium botulinum (Daifas i sar., 2004). Komponente etarskih ulja uti¢u
i na transport kroz proteinske kanale citoplazmatske membrane (Knobloch i sar., 1989).
Cinamon ulje i njegove komponente inhibiSu aminokiselinske dekarboksilaze kod
Enterobacter aerogenes i sprecavaju izgradnju proteina (Wendakoon i Sakaguchi,
1995). Dva su mogu¢a mehanizma na koje cikliéni ugljovodonici deluju na njih:

1. Lipofilni molekuli se akumulisu u lipidnom dvosloju i dovode do distorzije u

lipidno-proteiskim interakcijama;

2. Moguéa je i direktna interakcija lipidnih komponenti sa hidrofobnim

delovima proteina (Sikkema i sar., 1995).

Osim toga Sto etarska ulja vrSe inhibiciju rasta vegetativnih bakterijskih celija
ona vrSe i inhibiciju produkcije toksina. Smith-Palmer i saradnici (2004) su pokazali da
etarska ulja nekih biljaka smanjuju patogenost L. monocytogenus na taj nacin §to
redukuju produkciju listeriolizina O i fosfatidilholin-specificnu fosfolipazu C, kao i

patogenost S. aureusa redukujuci produkciju a-toxina i enterotoksina A i B.
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plazma
membrana

pa R

sinteza DNK
1 RNK

Slika 1.6.1.1. Ciljna mesta/procesi na bakterijskoj ¢eliji (Gram-pozitivnoj) za delovanje
antimikrobnih supstanci: ¢elijski zid; plazma membrana; sinteza proteina; metabolizam

bakterijske ¢elije; sinteza nukleinskih kiselina

Neka etarska ulja stimuliSu rast pseudomicelije (nepotpuno odvajanje celija
nakon deobe) kod nekih gljiva. To ukazuje da etarska ulja deluju na enzime ukljucene u
energetskoj regulaciji sinteze strukturnih komponenti (Conner i Beuchet, 1984). a-
toksini su toksi¢ni sekundarni metaboliti gljiva npr. A. flavus i A. parasiticus Kkoji

uzrokuju kontaminaciju hrane. Opasni su po zdravlje jer ispoljavaju kancerogeno,
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mutageno i teratogeno dejstvo. Etarska ulja pojedinih biljaka deluju tako da imaju
sposobnost ne samo da inhibiraju, ve¢ i da u potpunosti sprece dalju produkciju a-
toksina. Sintezu toksina B1 (koji ima najjaca kancerogena svojstva) inhibiraju ulja
Azadirachta indica (Bancole, 1997), ulje geranijuma i mati¢njaka (Daw i sar., 1994).
Ustanovljeno je da etarska ulja kod gljiva dovode do slicnih promena koje izazivaju
antibiotici (Takaisi-Kikuni i sar., 1996).

Etarska ulja dovode i do inhibicije sinteze DNK, RNK, proteina, polisaharida
bakterijskih i fungalnih ¢elija (Himejima i sar., 1993).

U mnogim studijama je pokazano da su Gram-pozitivne bakterije osetljivije u
odnosu na Gram-negativne (Marino i sar., 2001; Juliano i sar., 2000; Lambert i sar.,
2001; Harpaz i sar., 2003; Hanamanthagouda i sar., 2010; Okoh i sar., 2009). To se
objasnjava time $to Gram-negativne bakterije poseduju jo$ jednu membranu oko
peptidoglikanskog dela ¢elijskog zida (Ratledge i Wilkinson, 1988), $to smanjuje
difuziju hidrofobnih komponenti kroz njihov lipopolisaharidni omota¢ (Vaara, 1992).
Na antimikrobno dejstvo etarskih ulja najslabije je osetljiva bakterija P. aeruginosa
(Deans i Ritchie, 1987; Cosentino i sar., 1999; Lis-Blachin i sar., 1999; Dorman i
Deans, 2000; Wilkinson i sar., 2003; Kalemba i Kunicka, 2003) zahvaljujuci tome §to je
povr§ina njene membrane hidrofilna. Naime, na povrSini njenih Celija se formira
selektivno propustljiva membrana kroz koju mogu da prolaze mali hidrofilni molekuli,
dok hidrofobni makromolekuli (poput onih koji ulaze u sastav etarskih ulja) ostaju sa

spoljne strane membrane (Nikaido, 1994).

1.6.2. Antifungalna aktivnost etarskih ulja i ekstrakata

Upotreba prirodnih antimikrobnih komponenata postala je vazna za Cuvanje
hrane i u kontroli humanih i biljnih bolesti koje su izazvane mikroorganizmima. Test
organizmi su, najceS¢e mikromicete, kontaminatori hrane, fitopatogeni, producenti
mikotoksina, izazivaci raznih gljivi¢nih oboljenja Zivotinja i coveka. Poslednjih godina
sintetisan je veliki broj razli¢itih antifungalnih agenasa u cilju tretiranja infektivnih
bolesti izazvanih gljivama. Medu najefikasnijim su amfotericin B, nistatin, mikonazol,
grizeofulvin, bifonazol i drugi (Reddy i sar., 1998). U razvijenijim zemljama brojni

sintetiCki fungicidi su zabranjeni zbog njihove visoke toksi¢nosti, dugog perioda
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degradacije, akumulacije u lancima ishrane i zbog neselektivnog delovanja, jer
uniStavaju i Kkorisne i Stetne organizme (Strange, 1993). Zbog navedenih osobina,
ispitivanje antifungalnog dejstva ekstrakata i etarskih ulja od velike je vaznosti za
suzbijanje uzro¢nika bolesti biljaka, gljiva i coveka.

Smatra se da bi najefikasniji postupak u kontrolisanju rasta tzv. "skladi$nih
gljiva" bio primena smese razli¢itih flavonoida, flavona i flavanona i komponenti
etarskih ulja kao §to su eugenol, karvakrol ili timol (Weidenborner i Jha, 1997).
Nesupstituisani flavon i flavanon su izazvali inhibiciju rasta micelije vrsta roda
Aspergillus, dok flavonol kvercetin nije pokazao inhibitornu aktivnost. Katehin se
pokazao kao stimulator rasta A. chevalieri. Stoga se moze zakljuciti da su
nesupstituisani flavoni i flavanoni visoko aktivni, dok su hidroksilovani flavonoidi
posedovali slabu inhibitornu aktivnost (Weidenborner i sar., 1990). lIzoflavanoni su
imali najveéu antifungalnu aktivnost na gljivu Cladosporium herbarum. Neredukovane
strukture izoflavona imale su manje inhibitorno dejstvo na rast testiranih gljiva, buduci
da su kompletno redukovani izoflavoni, kao $to su izoflavani, pokazali vrlo slabu

aktivnost (Weidenborner i Jha, 1994).
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1.7. Antioksidativna aktivnost

Pokazano je da slobodni radikali igraju dvostruku ulogu u naSem telu. U
niskoj/umerenoj koncentraciji slobodni radikali su ukljuceni u normalne fizioloske
procese, ali povecana produkcija slobodnih radikala ili smanjenje antioksidativnog
nivoa dovodi do oksidativnog stresa. To je proces koji moze posredovati oStecenju
¢elijskih struktura, ukljucujuéi lipide, proteine, RNK i DNK §to dovodi do mnogih
bolesti. Razliciti sinteticki lekovi koji se koriste u leCenju nekih bolesti takode su u
stanju da generisu slobodne radikale u telu i na taj nacin dovedu do mnogih oboljenja.
Biljke su bogate antioksidansima, fito-sastojci koji imaju sposobnost da prekinu
reakciju slobodnih radikala i zaStite naSe telo od oksidativnog oStecenja. Razliciti
fitokonstituenti i biljni proizvodi koji su bezbedniji od sintetickih lekova, takode Stite
telo od slobodnih radikala da ne izazovu ostecenje tkiva. Fitokonstituenti imaju manje
nuspojava i kompatibilni su sa fiziologijom tela, zato je zahtev savremenog doba da se
koriste fitosupstance ili lekovi na bazi bilja (Sen i sar., 2010).

Kiseonik je element neophodan za zivot. Evulucija zivih sistema je tekla u
pravcu prezivljavanja u prisustvu molekula kiseonika. Oksidativne osobine kiseonika
igraju vaznu ulogu u razli¢itim bioloskim fenomenima. Kiseonik kao i njegovi oksidi su
od sustinskog znacaja za zivot, a takode mogu naneti velike Stete unutar celije (Shinde i
sar., 2006).

Slobodni radikali kao i negativne posledice koje nastaju njihovim delovanjem
otkriveni su u protekloj deceniji. To su Stetne materije proizvedene u telu zajedno sa
toksinima 1 drugim S$tetnim materijama koji se formiraju tokom normalnog
metaboli¢kog procesa u telu. Telo dobija energiju oksidacijom ugljenih hidrata, masti i
proteina kroz aerobne i anaerobne procese i pri tome dolazi do formiranja velikog broja
slobodnih radikala. Hiperprodukcija slobodnih radikala moze biti odgovorna za
oste¢enje tkiva. Celijske membrane su izgradene od nezasi¢enih lipida i upravo iz tog
razloga su ba§ one posebno osetljivi na slobodne radikale. Oni mogu direktno da nanesu
Stetu lipidima koji ¢ine sastavni deo Celijskog zida. Raskidanje ili stvrdnjavanje lipida
usled lipidne peroksidacije dovodi do smrti ¢elije ili za ¢eliju postaje neizvodljivo da
pravilno dobije svoje hranljive materije. Pored lipida i drugi bioloski molekuli

ukljucujuéi enzime, DNK, RNK su takode podlozni oksidativnom ostecenju. Razliciti
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uslovi zivotne sredine podsti¢u formiranje slobodnih radikala $to moze dovesti do
komplikacija u organizmu. Toksi¢nost olova, pesticida, kadmijuma, jonizujuce zracenje,
alkohol, dim cigareta, UV zraCenje i zagadenja, sve ovo moze doprineti iniciranju i
stvaranju slobodnih radikala (Langseth, 1996; Davies, 1991; Halliwell i Aruoma, 1993).

Antioksidansi su supstance koje imaju sposobnost da uklanjaju slobodne
radikale i spreCe ih da izazovu o$tecenje Celija. Slobodni radikali su odgovorni za
izazivanje veceg broja zdravstvenih problema koji ukljucuju rak, starenje, bolesti srca,
problemi gastrointestinalnog trakta itd. Antioksidansi daju zastitni efekat neutraliSuci
slobodne radikale, koji su toksi¢ni nusprodukti prirodniog celijskog metabolizma.
Ljudsko telo prirodno proizvodi antioksidanse, ali proces nije 100% efikasan u sluéaju
prevelike proizvodnje slobodnih radikala, a efikasnost takode opada i sa godinama
(Sies, 1991; Goldfarb, 1993).

Povecani unos antioksidanasa moZze da spreci nastajanje bolesti. Istrazivanje sve
vise pokazuje da hrana bogata antioksidansima, kao i upotreba lekovitog bilja, mogu biti
jako korisni za zdravlje. Hrana eventualno poveéava nivo antioksidanasa, jer namirnice
sadrze puno antioksidativnih supstanci. Voce i povrée su poznati po kljucnim
antioksidansima kao $to su vitamini A, C, E, B-karoten i vazni minerali, uklju¢ujuci
selen i cink. Voce, povrée i lekovito bilje su najbogatiji izvori antioksidativnih supstanci
(Sies i sar., 1992). Fitosupstance su takode vazan izvor antioksidanasa, jer mogu
prekinuti lancane reakcije slobodnih radikala (Cody i sar., 1986; Oluwaseun i Ganiyu,
2008).

1.7.1. Slobodni radikali, reaktivni kiseonik i azotne vrste

Slobodni radikali se mogu definisati kao molekuli ili molekulski fragmenti koji
sadrze jedan ili viSe nesparenih elektrona u svojoj poslednjoj atomskoj ili molekulskoj
orbitali i mogu da postoje kao samostalni (Halliwell i Gutteridge, 1999). Reaktivne vrste
kiseonika (ROS) i reaktivne vrste azota (RNS) opisuju slobodne radikale i druge ne-
radikalske reaktivne derivate. Reaktivnost radikala je generalno veca nego kod ne-
radikalskih vrsta, bez obzira na to $to su radikali manje stabilni (Pham-Huy i sar., 2008).

Slobodni radikali su formirani od molekula homoliti¢kim raskidanjem hemijske veze i
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putem redoks reakcije. Jednom formirani ovi visoko reaktivni radikali mogu poceti
lan¢anu reakciju (Bahorun i sar, 2006; Valko i sar., 2006).

ROS i RNS ukljuéuju radikale kao $§to su superoksid (O;"), hidroksil (OH"),
peroksil (RO"), hidroperoksil (HO;), alkoksil (RO), peroksil (ROQO"), azot-oksid
(NO"), azot-dioksid (NO") i lipid-peroksil (LOO") i ne-radikale kao $to su vodonik-
peroksid (H,0,), hipohlorna kiselina (HOCL), ozon (Os), singlet kiseonika (*Ag),
peroksinitrat (ONOQ’), azotna kiselina (HNO), dinitrogen-trioksid (N20s), lipidni
peroksidi (LOOH) (Pham-Huy i sar., 2008). Ne-radikali se takode oznacavaju kao
oksidansi i sposobni su da lako vode reakcije slobodnih radikala u zivim organizmima.
Radikali izvedeni od kiseonika su okarakterisani kao najvaznija klasa slobodnih radikala
generisanih u zivim sistemima (Valko i sar., 2006; Miller i sar., 1990).

Na visokim koncentracijama, ROS moze biti vazan posrednik oStecenja Celijskih
struktura, nukleinskih kiselina, lipida i proteina (Valko i sar, 2007). O," radikal je
odgovoran za peroksidaciju lipida i takode ima sposobnost da smanji aktivnosti drugih
antioksidativnih sistema odbrane enzima kao §to su katalaze (CAT). Glutation peroksid
(GPx) dovodi do ostecenja ribonukleotida koji je neophodan za sintezu DNK. Protonski
oblik O, je HO,', koji je reaktivniji, moze da prode kroz membranu i izazove o$te¢enja
tkiva. OH’ radikal je najreaktivniji. To je snazan citotoksi¢ni agens sposoban da napada i
osteti skoro svaki molekul koji nade u zivom tkivu. H,O, nije u obliku radikala, ali
dovodi do toksicnost u celiji izazivaju¢i oSteCenje DNK, raskidanje membrane i
(Halliwell i Gutteridge, 1999). Metali mogu da izazovu ROS napade na DNK i druge
¢elijske komponente koje ukljucuju polinezasi¢ene masne kiselinske ostatake fosfolipida,
koji su izuzetno osetljivi na oksidaciju (Siems i sar., 1995). Peroksil radikali prouzrokuju
Stetu posle preuredenja preko reakcije ciklizacije na endoperokside. Studije pokazuju da
slobodni radikali vrSe oksidaciju svih aminokiselinskih ostataka proteina, posebno

cisteina i metionina (Valko i sar., 2007; Stadtman, 2004).

Reakcija slobodnih radikala
Slobodni radikali su obi¢no ukljuceni u lancane reakcije, serije reakcija vode do
ponovnog stvaranja radikala ¢ime zapocnje novi ciklus reakcija. Slobodno-radikalske

reakcije se odvijaju u tri razlic¢ita koraka (Manavalan i Ramasamy, 2001):
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1) Pocetni korak: formiranje radikala;
2) Propagacioni korak: lanCane reakcije i formiranje novih radikala, S$to
dovodi reakciju do kraja;

3) Terminacioni korak: unistavanje radikala.

Proizvodnja i izvori slobodnih radikala

Slobodni radikali mogu se formirati od endogenih i egzogenih supstanci. Oni se
neprekidno formiraju u ¢elijama i okolnoj sredini. Razli¢iti izvori slobodnih radikala su
slede¢i (Valko i sar., 2006; Nagendrappa, 2005; Ali i sar., 1996; Cadenas, 1989; Bagchi i
Puri, 1998):

- UV-zracenje, X-zraci, gama zraci i mikrotalasna zracenja;

- Metal katalizovane reakcije;

- Kiseonikovi slobodni radikali u atmosferi se posmatraju kao zagadivaci,

- Upala inicira neutrofile i makrofage da proizvode ROS i RNS;

- Stimulacija neutrofila izlaganjem mikroba;

- U mitohondrijalnim-katalizovanim reakcijama transporta elektrona, kiseonik-
slobodni radikal nastaje kao produkt te reakcije;

- ROS formiran iz nekoliko izvora kao §to su mitohondrijalne citohrom
oksidaze, ksantin oksidaze, neutrofili i lipidne peroksidacije;

- ROS generisan metabolizmom arahidonske kiseline, trombocita, makrofaga i
glatkih misi¢nih celija;

- Interakcija sa hemikalijama, isparenja automobila, cigarete; sagorevanje
organskih materija tokom kuvanja, Sumski pozari, vulkanske aktivnosti;

- Industrijske otpadne vode, visak hemikalija, unosSenje alkohola, odredeni
lekovi, azbest, odredeni pesticidi i herbicidi, neki joni metala, toksini gljiva i
ksenobiotici.

1.7.2. Antioksidansi

Antioksidansi su supstance koje usporavaju ili inhibiraju oksidativna oste¢enja
ciljnih molekula. U isto vreme jedan molekul sa antioksidativhom aktivnosé¢u moze da

reaguje sa jednim slobodnim radikalom, neutralise slobodne radikale dajuéi jedan svoj
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elektron, zavrSavajuci reakciju. Antioksidansi spreavaju osteCenje Celija i tkiva, jer se
ponasaju kao sakuplja¢i slobodnih radikala. Celija stvara odbranu od prekomernih
slobodnih radikala svojim preventivnim mehanizmima, reparacionim mehanizmima,
fizickom odbranom i antioksidativnom odbranom (Jacob, 1995).

Razli¢ite komponente deluju protiv slobodnih radikala kako bi ih neutralisali od

radikala endogenog i egzogenog porekla (Jacob, 1995). One ukljucuju:
- Endogene enzimske antioksidanse;
- Ne-enzimske, metabolic¢ke i hranljive materije antioksidanasa;
- Metal vezujuée proteine poput feritina, laktoferina, albumina 1
ceruloplazmina;
- Fitosupstance i fitonutritijente.

Telo proizvodi razli¢ite antioksidanse (endogeni antioksidansi) da neutraliSu
slobodne radikale i1 za$titi organizam od raznih bolesti koje su rezultat oStecenja tkiva.
Egzogeni antioksidansi su eksterno unose preko hrane $to takode igra vaznu ulogu u
zaStiti organizma. Organizam je razvio nekoliko endogenih antioksidativnih odbrambenih
sistema svrstanih u dve grupe: enzimske i ne-enzimske. Enzimski sistem odbrane
ukljuéuje razlic¢ite endogene enzime kao $to su superoksid dismutaza (SOD), katalaze
(CAT), glutation peroksidaze (GPx), glutation reduktaze (GR), a ne-enzimski sistem
odbrane ukljucuju vitamin E, vitamin C i redukovani glutation (GSH) (Jacob, 1995;
Harris, 1992).

SOD je vazni endogeni antioksidativni enzim koji deluje kao prva linija sistema
odbrane od ROS-a, hvata i sakuplja superoksid radikale kao §to je H,O,. GPXx je prisutan
u citoplazmi ¢elija, odstranjuje H,O, kuplovanjem na H,O sa oksidacijom GSH-a. GR je
flavoprotein enzim 1 regeneriSe GSH od oksidovanog glutationa u prisustvu NADPH.
GSH je tripeptid i mocan antioksidans prisutan u citosolu ¢elija i glavno je intracelularno
neproteinsko tiol jedinjenje (NPSH). SH grupe prisutne u GSH reaguju sa H,0, i OH’
radikalom i sprecavaju oStecCenje tkiva, a GSH je takode u stanju da uklanja ROS direktno
ili enzimski preko GPx. Vitamini C i E su ne-enzimski endogeni antioksidansi, ali postoje
I unutar normalne celije i reaguju sa slobodnim radikalima kako bi formirali sopstvene
radikale koji su manje reaktivni od radikala koji nanose stetu. Oni raskidaju radikalske
lancane reakcije uklanjajuci peroksil i drugih reaktivnie radikale (Siems i sar., 1995; Ali i
sar., 1996; Willcox i sar., 2004).
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Neenzimski antioksidansi takode se mogu podeliti na metabolicke antioksidanse
i antioksidanse hranljivih materija. Metabolicki antioksidansi su endogeni antioksidansi.
Oni su proizvodi metabolizma u telu, a tu spadaju lipoidna kiselina, glutation, L-
ariginin, koenzim Q10, melatonin, mokraéna kiselina, bilirubin, metal-helatni protein,
transferin itd. (Willcox i sar., 2004; Droge, 2002). Dok antioksidansi hranljivih materija
koji pripadaju egzogenim antioksidansima, koji ne mogu biti proizvedeni u telu, ali se
unose kroz ishranu mogu biti u vidu metala (selen, mangan, cink), flavonoidi, omega-3 i
omega-6 masne kiseline idt. (Pham-Huy i sar., 2008). Vitamini E i C su ne-enzimski
antioksidansi i postoje u normalnim ¢elijama, ali se mogu uneti i preko hrane (Tiwari,
2001). Znacajnu grupu prirodnih antioksidanasa ¢ine biljni sekundarni metaboliti i to su:
biljni  fenoli  (fenolne kiseline, flavoni, izoflavoni, flavan-3-oli, antocijani,
proantocijanidini, tanini itd), terpenoidi, tokoferoli, glukozinolati, kao i jedinjenja koja
sadrze sumpor, koji pored antioksidativnih poseduju i antimutagena, antikancerogena,
anti-inflamatorna, antiulkusna i antimikrobna svojstva, a takode smanjuju rizik od
pojave kardiovaskularnih oboljenja.

Antioksidansi mogu vrsiti svoju aktivnost preko nekoliko mehanizama, tako Sto
suzbijaju proizvodnju aktivnih vrsta smanjenjem hidroperoksida i H,O,, oduzimanjem
jona metala, uklanjanjem zavr$nih produkata lancanih reakcija aktivnih slobodnih
radikala 1 vrSenjem popravke 1i/ili uklanjanja oSteCenih celija. Biosinteza drugih
antioksidanasa ili odbrambenih enzima takode je izazvana nekim antioksidansima
(Tiwari, 2001; Tiwari, 2004). Zato se antioksidansi mogu sintetisati u telu ili se mogu
uneti u vidu fitosupstanci koje igraju vaznu ulogu u zastiti tela od oSteCenja izazvanih

slobodnim radikalima.

1.7.3. Oksidativni stres i zdravlje ljudi

Slobodni radikali su od sustinskog znacaja za bilo koji biohemijski proces i
predstavljaju vazni deo aerobnog nacina zivota i naseg metabolizma. Oni se stalno
proizvode u telu preko enzimskih i ne-enzimskih reakcija kao $to su reakcije
respiratornog lanca, fagocitoza, sinteza prostaglandina, citohrom P450 sistem i
oksidativne fosforilacije (npr. aerobnog disanja) u mitohondrijama (Tiwari, 2004;
Halliwell, 2007; Pacher i sar., 2007).
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Oksidativni stres je Stetno stanje koje nastaje kada postoji visSak ROS 1i/ili je
smanjen antioksidativni nivo. Do toga moze do¢i usled fizi¢kih, hemijskih, psiholoskih
problema koji dovode do osteéenja tkiva kod ljudi i samim tim dovodi do pojave
mnogih bolesti (Tian i sar., 2007). Ziva biéa su razvila jako slozen sistem odbrane i telo
deluje protiv oksidativnog stresa prouzrokovanog slobodnim radikalima ukljucujuci
razli¢ite odbrambene mehanizame kao S§to su: preventivni mehanizmi, reparacioni
mehanizmi, fizi¢ka odbrana i antioksidativna odbrana (Valko i sar., 2007).

Reakcije izazvane od strane kiseonik-slobodnih radikala su odgovorne za
patogenezu mnogih bolesti (Pham-Huy i sar., 2008; Valko i sar., 2007; Agarwal i
Prabakaran, 2005; Pourmorad i sar., 2006; O’donovan i Fernandes, 2004; Dufor i sar.,
2007; Gupta i sar., 1997; Kehrer i Smith, 1994; Sen i sar., 2009; Poli i sar., 2004; Valko
i sar., 2004) ukljucujuéi:

- Neurodegenerativni  poremecaji  poput  Alchajmerove  bolesti,
Parkinsonove bolesti, multipla skleroze, amiotrofi¢na lateralna skleroza,
gubitak memorije i depresija;

- Kardiovaskularne bolesti kao Sto su ateroskleroza, ishemijska bolest srca,
sr¢ana hipertrofija, hipertenzija, Sok i trauma;

- Plu¢ne bolesti kao $to su upala pluca, bolesti kao $to su astma 1 hroni¢na
opstruktivna bolest pluca;

- Bolesti povezane sa prevremenim rodenjem dece, ukljucujuci displaziju,
intraventrikularno krvarenje, retinopatiju preranog rodenja i nekroti¢ni
enterokolitis;

- Autoimune bolesti kao $to je reumatoidni artritis;

- Poremecaji bubrega kao Sto su glomerulonefritis i tubulointersticijalni
nefritis, hroni¢ne bubrezne insuficijencije, proteinurija, uremije;

- Gastrointestinalne bolesti kao $to su pepticki ulkus, inflamatorne bolesti
creva i kolitis;

- Tumori 1 rak kao $to su rak pluca, leukemije, rak dojke, jajnika, rak
rektuma itd;

- Oc¢ne bolesti kao $to su katarakta i bolesti vezane za retinu, makulopatija;

- Proces starenja;

- Dijabetes;
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- Kozne lezije;

- Imunodepresija;

- Bolesti jetre, pankreasa;
- AIDS;

- Neplodnost.

Lekovite komponente iz biljaka kao antioksidansi

Ljudsko telo u sebi sadrzi prirodne antioksidanse i moze da spreci pojavu
mnogih bolesti, kao i da le¢i bolesti izazvane i/ili podstaknute posredovanjem slobodnih
radikala. Ljudi takode uzimaju antioksidanse kroz ishranu. U hrani, antioksidansi se
nalaze u malim koli¢inama, ali su sposobni da sprec¢e ili znatno uspore oksidaciju
(Tiwari, 2001).

Nedavna istrazivanja su pokazala da antioksidansi biljnog porekla mogu imati
veliki znacaj kao terapeutski agensi kod pojedinih bolesti izazvane usled oksidativnog
stresa (Ramchoun i sar., 2009). U Tabeli 1.7.3. prikazane su biljne vrste iz familije
Apiaceae koje poseduju antioksidativna svojstva. Biljni ekstrakati i fitokonstituenti su
efikasani jer deluju tako sto uklanjaju slobodnih radikala i inhibitoraju lipidnu
peroksidaciju (Dash i sar.,, 2007; Yildirim i sar., 2001). Mnoga sinteticka
antioksidativna jedinjenja su pokazala toksi¢na i/ili mutagena dejstva, sto je podstaklo
mnoge istrazivace za pretragom prirodnih antioksidanasa (Nagulendran i sar., 2007).
Lekovi biljnog porekla su i dalje oslonac za oko 75-80% svetske populacije, uglavhom
u nerazvijenim zemljama, a koriste se i za primarnu zdravstvenu zastitu. Hemijski
sastojci prisutni u lekovima biljnog porekla ili u samim biljkama su deo fizioloskih
funkcija samih biljaka i zato se veruje da imaju bolju kompatibilnost sa ljudskim telom.
Prirodni proizvodi od biljaka su bogati izvori antioksidanasa koris¢eni vekovima da lece
razne bolesti. Upotreba bioaktivnih jedinjenja biljnog porekla je u porastu, jer sustina
korisc¢enja sintetickih droga je u tome da one pored svog primarnog delovanja imaju i
sekundarni efekat koji moze biti jos opasniji nego bolesti za koje se tvrdi da leci.
Nasuprot tome, lekovi biljnog porekla su zasnovani na pretpostavci da sadrze prirodne
supstance koje mogu da promovisu zdravlje i ublaze bolesti, dokazano je i da su
bezbedni, postoji bolja tolerancija pacijenta i relativno su jeftiniji (Sen i sar., 2009;

Ramchoun i sar., 2009; Kamboj, 2000). Cak i sinteticke droge koje se koriste za le¢enje
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raznih poremecaja u stanju su da proizvedu slobodne radikale §to dovodi do
oksidativnog stresa i izaziva ostecenje tkiva. Na primer, ne-steroidni antiinflamatorni
lekovi (NSAIL) se koriste siroko u lecenju bola, povisene temperature, zapaljenja,
reumatskih 1 kardiovaskularnih bolesti, ali hroni¢na primena tih lekova dovodi do
stvaranja slobodnih radikala koji mogu da rezultuju pojavu oste¢enja Zzeluca ili
duodenuma i teskih komplikacija kao sto su gastrointestinalno krvarenje i perforacije
(Kamboj, 2000).

Upotreba fitokonstituenata u cilju terapije tj. uklanjanju slobodnih radikala kao i
za lecenje poremecaja nastalih usled oksidansnog stresa, pokazao se klinic¢ki efikasan i
relativno manje toksic¢an od postojecih lekova. Zato je potraznja lekova iz biljnih izvora

ili fitokonstituenata vremenom postala sve veca.

Tabela 1.7.3. Pojedine biljne vrste iz familije Apiaceae koje poseduju antioksidativnu aktivnost.

Naziv vrste Reaktivne komponente Reference
Angelica sylvestris L. o o )

flavonoidi, kumarini Sarker i sar., 2003
(seme, koren)
Anthriscus cerefolium (L.) S )

) flavonoidi (apiin), lignani Elmastas i sar., 2006

Hoffm. (nadzemni deo, koren)
Anthriscus sylvestris (L.) flavonoidi (kvercetin, Milovanovic i sar.
Hoffm. (nadzemni deo) apigenin) 1996
Carum carvi L. (plod) flavonoidi, etrarska ulja Hinneburg i sar., 2006

antocijani, karotenoidi, _
Daucus carota L. (koren) o Sun i sar., 2009
hloragenska kiselina

Eryngium campestre L. o ) o
) flavonoidi, triterpeni Kpeli i sar., 2006
(nadzemni deo)

Sanicula europaea L. derivati rozmarinske kiseline Le Claire i sar., 2005
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1.8. Bioloska aktivnost

Na osnovu uvida u obimnu literaturu koja je koris¢ena u ovom radu utvrdeno je
da za vecinu ispitivanih vrsta, nije poznata antioksidativna i antimikrobna aktivnost. Iz
tog razloga predstavljeni su podaci koji daju informacije o bioloSkoj aktivnosti
pojedinih vrsta iz familije Apiaceae.

Trovanje hranom razli¢itim patogenima predstavlja veliki problem kako za
potroSace tako i za industriju za proizvodnju hrane, uprkos koris¢enju razli¢itih metoda
za ocCuvanje. Usled pojave rezistentnosti koje su patogeni izgradili na mnoge
antibiotike, sve je vece interesovanje za prirodnim antibakterijskim produktima kao §to
su npr. biljni ekstrakti i za¢ini (Smid i Gorris, 1999). Prirodni ekstrakti pravljeni od
svezeg biljnog materijala 1 bioloski aktivna jedinjenja izolovana iz razli¢itih biljnih
vrsta koje se ve¢ vekovima koriste u narodnoj medicini, mogu predstavljati dragocene
izvore za proizvodnju novih prirodnih konzervanasa (Al-Fatimi i sar., 2007). Neke
vrste, iz roda Eryngium, koriste se u narodnoj medicini. Mladi korenovi i izdanci vrste
E. maritimum L. Koriste se u ishrani kao povrce; dok se mladi listovi upotrebljavaju
kao salata u severnoj Evropi i Grckoj. Kandirani koren vrste E. maritimum, kao i vrste
E. campestre L. koristi se u obliku tonika kao afrodizijak pogotovo u Engleskoj. Mladi
listovi vrste E. creticum Lam. se Koriste u ishrani kao povrée (de Guzman i
Siemonsma, 1999) dok se vrsta E. aquaticum L. ponekad srec¢e kao gajena. Vrsta E.
foetidum L. je bitna za Latinsku Ameriku jer se koristi u kuhinji kao zacin, a sve veéu
primenu ima i u jugoisto¢noj Aziji. Poznato je da se korenovi slede¢ih vrsta E.
maritimum, E. creticum i E. foetidum koriste u narodnoj medicini (npr. kao diuretici i
spazmolitici) (Ping i sar., 2012). Pojedine vrste ovog roda se gaje kao ukrasne kao npr.
E. caucasicum (Khoshbakht i sar., 2007). Ekstrakti dobijeni iz korena i nadzemnog
dela vrsta roda Eryngium (Apiaceae) koriste se u svetu kao narodni lek za leCenje
mnogih inflamatornih bolesti. Etanolni i vodeni ekstrakti dobijeni iz nadzemnog dela i
korena osam vrsta iz roda Eryngium (E. campestre, E. creticum, E. davisii, E. falcatum,
E. isauricum, E. kotschyi, E. maritimum i E. trisectum) u Turskoj, ispitivani su in vivo i
utvrdena je njihova anti-inflamatorna i antinociceptivna aktivnost. Na osnovu dobijenih
rezultata, izuzev ekstrakta vrste E. falcatum, etanolni ekstarkti nadzemnog dela i korena

ostalih ispitivanih vrsta pokazuje ociglednu anti-inflamatornu aktivnost (Kupeli 1 sar.,
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2006). Hlorogenska i rozmarinska kiselina, fenolne komponente za koje je ve¢ poznato
da imaju antioksidativnu aktivnost, opisane su kod mnogih vrsta iz roda Eryngium, kao
I kod vrste Sanicula europea L. (Hiller, 1965; Hiller i Kothe, 1967). U potrazi za novim
jedinjenjima koje pokazuju antioksidativnu aktivnost, ekstrakti divljih planinskih vrsta
su pokazali svoju sposobnost da smanjuju radikale DPPH. Za vrstu E. alpinum L.
utvrdeno je da ekstrakt korena pokazuje snazniju antioksidativnu aktivnost u odnosu na
nadzemni deo iste biljke (le Claire i sar., 2005). Glavni saponini koji se srecu u okviru
ovog roda poseduju anti-inflamatornu aktivnost (Matsuda i sar., 1997; Sirtori, 2001;
Wei i sar., 2004), anti-HIV-1 proteaznu aktivnost (Yang i sar., 1999) i citotoksi¢nu
aktivnost tumorskih ¢elija (D’Acquarica 1 sar., 2002; Fu 1 sar., 2006; Chan, 2007;
Zhang i Li, 2007).

Na osnovu ranijih istrazivanaja vrsta roda Seseli, utvrdeno je da ekstrakt vrste S.
pallasii poseduje toksi¢an efekat i inhibira rast larvi vrste Spodoptera littoralis (Pavela,
2011). U isto¢nom delu Turske S. libanotis se ¢esto koristi kao konzervans i za¢in koji
se dodaje sirevima i pri tome daje karakteristican miris. Takode, S. libanotis i 25
razli¢itih biljnih vrsta se koriste u pravljenju biljnih sireva (Ozturk i sar., 2000). Svezi
listovi vrste S. libanotis se koriste kao povrée u ishrani u isto¢nom delu Turske
(Baytop, 1999). Metanolni ekstrakt ove vrste ima Sirok spektar antimikrobne aktivnosti
posebno na sledece sojeve Bacillus cereus, B. dipsauri, B. lentimorbus, B. sphaericus,
B. subtilis, Corynebacterium ammoniagenes, Kocuria rosea, Neisseria subflava i
Micrococcus lylae. Inhibitorni efekat je jako bitan jer se automatski ova vrsta moze
koristiti kao prirodni konzervans u hrani (Ozturk i Ercisli, 2006). Etarsko ulje vrste S.
annuum, koja raste u Srbiji, u najvecoj meri sadrzi slede¢e komponente: germakren-D,
sabinen, B-ocimen i limonen. Ovo ulje pokazuje antifungalnu aktivnost na petnaest
vrsta gljiva gde je utvrden MIC od 12.5 do 50 pl/ml (Milosavljevi¢ i sar., 2007).
Takode, etarsko ulje iz nadzemnog dela vrste S. globiferum Vis. sa glavnim
komponentama sabinenom, a-pinenom i B-felandrenom pokazuje aktivnost na sledece
bakterijske sojeve: Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus flavus, Lysteria
monocytogenes i Escherichia coli, kao i na sve ispitivane mikromicete (Janackovi¢ i
sar., 2011). Etarsko ulje izolovano iz vrste S. montanum ssp. tommasinii je takode
pokazalo srednje jaku antimikrobnu aktivnost, §to se moze objasniti prisustvom

slede¢ih hemijskih komponenti: B-pinen, germakren-D, sabinen, a-pinen i limonen
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(Siljegovi¢ i sar., 2011). Etarsko ulje vrste S. rigidum sadrzi a-pinen, kamfen, B-pinen i
limonen. Za ove komponente je poznato da imaju antimikrobnu aktivnost i da su
potencijalni antioksidansi (Stojkovic i sar., 2007).

Analizirajuc¢i rod Peucedanum uoceno je da vrste ovog roda poseduju bioloski
aktivne materije kao Sto su furokumarini i piranokumarini. Neka od ovih jedinjenja
poseduju antimikrobnu 1 citotoksi¢nu aktivnost (Schillaci 1 sar., 2003). Pojedine
komponente (npr. peucedanin i 8-metoksipeucedanin, pripadaju furanokumarinima,
poseduju karakteristicnu strukturu i javljaju se samo kod vrste P. officinale i kod njenih
srodnih vrsta kao $to su P. coriaceum i P. longifolium) mogu biti vazne posmatrajuci ih
sa hemotaksonomskog aspekta. Peucedanin je veoma efektan pri izazivanju apoptoze i
inhibiciji heat-shock proteina koji se javljaju u HelLa c¢elijama (Bartnic, 2007).
Acetonski ekstrakt vrste P. nebrodense pokazuje antimikrobnu aktivnost na sledece
sojeve Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, E. coli, Pseudomonas aeruginosa,
Candida albicans, C. tropicalis i Streptococcus agalactia (Schillaci i sar., 2003). Vrsta
P. ostruthin sadrzi ostrutin (6-geranil-7-hidroksi kumarin), imperatorin i umbeliferon,
od kojih ostrutin pokazuje snaznu aktivnost na pojedine vrste mikobakterija (MICs 3.4 -
107.4 uM) dok umbeliferon pokazuje slabu aktivnost (MIC= 0.79 mM) (Schinkovitz i
sar., 2003). Plod metanolnog ekstrakta vrste P. graveolens ima umereni efekat na
Salmonella thyphi pri ¢emu je zona inhibicije <5-9 mm (Phulan i Neeraj, 2004).

U ranijim istrazivanjime, utvrdeno je da su glavne komponente etarskog ulja
vrste Pastinaca sativa terpinolen (40-70%) i miristicin (17-40%). Kod vrste Pastinaca
sativa subsp. urens, u etarskom ulju semena identifikovano je 18 komponenti od kojih
su najzastupljenije bile oktil-butirat (79.5%) i oktil-heksanoat (5.3%) (Kurkcuoglu i sar.,
2006). Utvrdeno je da se u ekstraktima semena vrste Pastinaca sativa nalaze
furanokumarini tipa bergapten, imperatorin, felopterin, ksantotoksin i izopimpinelin
(Waksmundzka-Hajnos i sar., 2004).

Prethodne studije vrsta roda Tordylium pokazale su da pojedine komponete koje
sadrZe ove vrste poseduju bioloski aktivne materije. Zacinska vrsta T. apulum iz Grcke,
sadrzi flavonoide i seriju antifungalnih i citotoksi¢nih kumarina (Kofinas i sar., 1998;
Kofinas i sar., 1998). Pokazana je i antibakterijska aktivnost etarskog ulja nadzemnog
dela vrste T. apulum, gde su dominantne komponente bile a-humulen (28.7%), oktil-

heksanoat (11.7%) i farnezil-aceton (9.8%) (Kofinas i sar., 1993). Pogotovo listovi vrste
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T. apulum pokazuju zna¢ajnu aktivnost u okviru lipid peroksidacionog testa (Pieroni i
sar., 2002). Trillini i sar. (2006) su takode ispitivali sastav etarskog ulja vrste T. apulum
iz Italije i utvrdili da su glavne komponente (E)-p-ocimen (17.3%), a-humulen (11.4%)
i oktil-oktanoat (8.8%). Etarska ulja nadzemnog dela pojedinih vrsta roda Tordylium
koje rastu u Turskoj, sadrze kao glavne komponente sladece jedinjenja: B-kariofilen
(19.5%), kariofilen-oksid (18.3%), a-bisabolen (13.1%) za vrstu T. trachycarpum; 2-
tridekanon (11.3%), kariofilen-oksid (10.0%) za etarsko ulje vrste T. lanatum; a-
bisabolen (20.6%), B-kariofilen (8.1%), kariofilen-oksid (6.8%) etarsko ulje vrste T.
aegyptiacum; a-bisabolen (13.5%), kalamenen (9.1%), a-humulen (5.7%) u etarskom
ulju T. syriacum; oktil 2-metilbutirat (19.7%), oktil-heksanoat (16.6%), 1-oktanol
(8.8%) u etarskom ulju vrste T. pustulosum (Tosun, 2011).

Bioloska aktivnost vrsta u okviru roda Cachrys nije ispitivana, ali se za pojedine
vrste zna sastav etarskog ulja. Etarsko ulje ploda C. cristata iz Turske sadrzi
heksadekansku kiselinu (11.6%), nonakozan (8.0%), germakren D (6.1%) i miristicin
(4.4%) (Ozek i sar., 2007). Jedinjenja kao $to su heksadekanska kiselina i miristicin nisu
pronadeni u sastavu etarskog ulja ploda iste vrste samo iz Srbije. Ozer i sar. (2007)
ispitivali su sastav etarskog ulja nadzemnog dela srodne vrste Hippomarathrum
microcarpum (Bieb.) Fedtsch. iz Turske i utvrdili da sadrzi bornil-acetat (19.9%),
kariofilen-oksid (7.7%), p-kariofilen (6.3%) i pinokarvon kao glavne konstituente.
Autori iz Irana objavili su sastav etarskog ulja listova i cvasti za vrstu H. microcarpum i
utvrdili su da su glavne komponente B-kariofilen (26.4% i 18.5%) i y-murolen (19.0% i
19.2%) (Sefidkon i Shaabani, 2003). Autori iz Spanije dali su hemijski sastav etaskog
ulja ploda vrste Cachrys trifida koje sadrzi y-terpinen (28.3-37.3%), limonen (14.2-
34.5%), p-cimen (14.1-24.5%), a-pinen (3.8-11.3%) i (E)-B-ocimen (3.0-8.0%), dok ulje
iz stabla i listova sadrzi u najvecem procentu (E)-f-ocimen (61.0-70.7%), (Z)-p-ocimen
(20.4-51.5%) i y-terpinen (3.8-8.5%) (Pala-Paul i sar., 2004). Etarsko ulje Mediteranske
vrste C. ferulacea, sadrzi kao glavne komponente a-pinen (18.2%), sabinen (15.9%) i
limonen (15.1%) (Pala-Padl i sar., 2004; Baser i sar., 1996). Etarsko ulje nadzemnog
dela C. sicula iz Spanije, sadrzi p-cimen (17.8-36.7%), mircen (6.1-18.8%), sabinen
(4.4-18.5%) 1 a-pinen (8.1-16.3%), dok su a-pinen (19.1-21.8%), y-terpinen (1.8-21.6%)
i mircen (15.0-18.8%) karakteristi¢ni za etarsko ulje ploda (Pala-Padl i sar., 2002).

Vrsta koja je jako bliska vrsti C. sicula (razlika postoji samo u brakteji na involukrumu),

80



C. libanotis sakupljena u Alziru, sadrzi etarsko ulje koje je bogato germakrenom D
(18.0%) (Bouderdara i sar., 2011). Etarsko ulje vrste Hippomarathrum boissieri iz
Turske kao glavne komponente sadrzi 3-kariofilen (25.5%), kariofilen-oksid (9.4%) i a-
pinen (8.8%) (Baser sar., 2000). Etarsko ulje poloda vrste Cachrys alpina sadrzi o-
humulen (33.1%), p-cimen (9.3%), a-felandren (9.1%), gemakren D (8.2%) i a-pinen
(6.3%) kao glavne komponente (Baser sar., 2004).

U okviru roda Opopanax utvrdeno je da se vrsta O. chironium koristi kao
ekspektorans i antispazmodik (Maruzzella, 1959). U Turskoj narodnoj medicini stablo

vrste O. hispidus se koristi za leSenje neplodnosti kod zena (Ozgen i sar., 2012).
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2. CILJ RADA

Poznato je da se biljke iz familije Apiaceae, zbog svojih aromati¢nih svojstava,

vekovima koriste kako u ishrani kao zacini tako i u lekovite svrhe. Razlog tome je

prisustvo velikog broja bioloski aktivnih jedinjenja. Pretpostavlja se da upravo te

aktivne supstance mogu delovati negativno na rast i razmnozavanje veéeg broja

bakterija i gljiva, kao i da mogu posluziti kao dobri antioksidansi uklanjanjem slobodnih

radikala. Postoji sve veca potreba za fitopreparatima koji ¢e se koristiti u prehrambenoj i

farmaceutskoj industriji i medicini.

Osnovni ciljevi rada se mogu predstaviti u nekoliko teza:

Kvalitativna i kvantitativna analiza hemijskog sastava etarskih ulja
odabranih vrsta biljaka koris¢enjem GC i GC-MS tehnika;

Ispitivanje antimikrobnog (antibakterijskog i antifungalnog) dejstva etarskih
ulja i ekstrakata koriS¢enjem metode mikrodilucije na mikrotitracionim
plo¢ama;

Utvrdivanje antimikrobne aktivnosti etarskih ulja i ekstrakata;

Poredenje antimikrobne aktivnosti etarskih ulja 1 ekstrakata odabranih vrsta
biljaka sa dejstvom komercijalnih lekova;

Izbor biljaka, odnosno etarskih ulja i ekstrakata sa najja¢im dejstvom in vitro
kao potencijalne osnove za dalja aplikativna istrazivanja;

Odredivanje ukupne koli¢ine polifenola u ekstraktima reakcijom po Folin-
Ciocalteau;

Odredivanje ukupne koli¢ine flavonoida u ekstraktima.

Utvrdivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata DPPH metodom i
metodom ABTS testa i1 poredenje dobijenih rezultata sa poznatim

antioksidansima BHA i Vitaminom C.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Materijal

3.1.1. Biljni materijal

Biljni materijil kori$¢en u ovom radu je ubran i determinisan od strane prof. dr

Vladimira Randeloviéa i1 prof. dr Petra Marina. Vauleri se nalaze u Herbarijumu

Instituta za botaniku i botani¢koj basti "Jevremovac" (BEOU) (Tabela 3.1.)

Tabela 3.1. Spisak analiziranih biljnih vrsta.

Vrsta Poreklo i vreme sakupljanja B/fol}éemki
Eryngium serbicum Pancic¢ Kosovska Mitrovica, 2003 ES 6039
Seseli pallasii Besser Soko Banja (Soko Grad), 2003
Seseli libanotis (L.) Koch subsp. Stara planina (Babin Zub),
) _ SL 16433
intermedium (Rupr.) P. W. Ball 2009
Seseli libanotis (L.) Koch subsp. _
) ) Kopaonik, 2003 LM 60313
libanotis
Peucedanum officinale L. Kosovska Mitrovica, 2003 PO 60322
Peucedanum longifolium W. et K. Orjen, 2003 PL 60319
Peucedanum aegopodioides )
_ Kopaonik, 2003 PA 60320
(Boiss.) Vand.
Peucedanum alsaticum L. Fruska gora, 2003 PA 60318
Pastinaca sativa L. Kopaonik, 2003 PSa 60316
Heracleum sphondylium L. Kopaonik, 2003 _
_ ) ) BEOU T™M
Tordylium maximum L. Ozren (Soko Banja), 2003
60324
Cachrys cristata DC. Rujan planina, 2010 BEOU 16434
Opopanax hispidus (Friv.) Griseb.  Rujan planina, 2010 BEOU 16435
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3.1.2. 1zolovanje etarskog ulja

Za dobijenje etarskih ulja koris¢ena je metoda destilacije pomocu vodene pare
po Klevendzeru (Europ. Ph., 2004). Odmeren, osusen i usitnjen biljni materijal stavljen
je u balon za destilaciju i preliven destilovanom vodom. Proces destilacije ulja trajao je
3 h, nakon ¢ega je izvrSeno eluiranje. Viskozna ulja su u levku za odvajanje odvajana od
vodene faze pomocu etra. Ostatak vode je uklonjen pomocu anhidrovanog Na,SO,.
Uparavanje etra izvrSeno je pomocu vakuum uparivaca. Izraunata je masa ¢istog ulja i

njegov udeo u odnosu na ukupnu koli¢inu materijala.

3.1.3. Dobijanje ekstrakata

Osuseni 1 usitnjen biljni materijal (10 g) ekstrahuje se pomocu razli¢itih
organskih rastvaraca i to metanola, etil-acetata i acetona (100 ml). Ekstrakcija se odvija
u toku 24 h na tamnom mestu. Ekstrakcija u prvom i poslednjem satu predvidenog
vremena je u ultrazvuénom kupatilu. Posle filtriranja 1 ispiranja odgovarajué¢im
rastvarac¢ima vrs$i se uparavanje ekstrakta do suva pomoc¢u vakuum uparivaca. Ekstrakti
se pakuju u bocice i ¢uvaju na hladnom i tamnom mestu. Za dobijanje vodenog
ekstrakta, biljni materijal se ekstrahuje pomocu vode, zamrzava i liofilizira u aparatu za
liofilizaciju. Dobijeni liofilizati su u vidu suvih, praskastih ekstrakata koji se ¢uvaju na

suvom i tamnom mestu.

3.1.4. Hemikalije i reagensi

U radu su koriS¢eni antimikotici: nistatin-C47HsNO17 i1 ketokonazol-
Co6H23C12N4O4, (Slika 3.1.4) i antibiotici: streptomicin-Cy;H3zgN7O12, hloramfenikol-
C11H12C|2N205 (Sllka 315) i amp|CII|n-C16H19N304S

E@ OH OH
N Cl
0 O, .. HN.
Ve Ny SOPL O ; :
N N (o] 2 o] Cl o}
>_ \__/ . 0
Slika 3.1.4. Formula ketokonazola Slika 3.1.5. Formula hloramfenikola
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Svi organski rastvaraéi su ,,Zorka pharma® Sabac, Srbija. Galna kiselina, BHA
(3-tert-butil-4-hidroksianizol) i DPPH (2,2-difenil,1-pikril hidrazil) su nabavljeni od
Sigma Chemicals Co. (St Louis, MO, USA). Folin-Ciocalteau fenolni reagens je iz
Merck-a (Darmstadt, Nemacka). Anhidrovani natrijum-karbonat (Na,COs3), kalijum-
acetat (C,H3KO,), kalijum-peroksidisulfat (K,OgS;) i L(+)- askorbinska Kkiselina
(vitamin C) su naruceni od AnalaR Normapur (VWR, Geldenaaksebaan, Leuven
Belgija). Aluminijum nitratnonahidrat (AI(NO3)3x9H,0) je dobavljen od Fluka Hemija
AG (Buchs, Svajcerska). ABTS i kvercetin hidrat su iz TCl Europe NV
(Boerenveldsweg, Belgija). Anhidrovani natrijum-sulfat je dobavljen od PRO Analysis

(Alkaloid, Skoplje). Svi rastvaraci i supstance su p.a. €istoce.

3.1.5. Tretirane bakterije

Za utvrdivanje antimikrobne aktivnosti kori§¢ene su bakterije iz laboratorije,
Instituta za Bioloska istrzivanja “SiniSa Stankovi¢” u Beogradu. Testirane su sledece
vrste bakterija: Gram-negativne: Escherichia coli (ATCC 35210), Pseudomons
aeruginosa (ATCC 27853), Salmonella typhimurium (ATCC 13311), Enterobacter
cloacae (ljudski izolati) i Gram-pozitivne bacterije: Listeria monocytogenes (NCTC
7973), Bacillus cereus (ljudski izolati), Micrococcus flavus (ATCC 10240) i
Staphylococcus aureus (ATCC 6538).

Za ispitivanje in vitro antimikrobne aktivnosti etarskih ulja i ekstrakata
pomenutih biljnih vrsta koris¢eni su slede¢i tipski laboratorijski sojevi mikroorganizama
koji se nalaze u mikrobioloskoj laboratoriji na Prirodno-matemati¢kom fakultetu,
Univerziteta u NiSu: Gram-negativne: Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027), Salmonella enteritidis (ATCC 13076) i Gram-pozitivne
bacterije: Bacillus cereus (ATCC 10876), Listeria monocytogenes (ATCC15313),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

3.1.6. Tretirane mikromicete

U radu su koris¢ene gljive iz mikoteke MikoloSke laboratorije, Instituta za

Bioloska istrzivanja “SiniSa Stankovi¢” u Beogradu. Testirane su sledece vrste

85



mikromiceta: Aspergillus niger (ATCC 6275), A. ochraceus (ATCC 12066), A.
versicolor (ATCC 11730), A. fumigatus (ATCC 9142), Penicillium funiculosum (ATCC
36839), P. ochrochloron (ATCC 9112), Trichoderma viride (IAM 5061) i Candida
albicans (ATCC 10231), koja je koris¢ena i u laboratoriji Prirodno-matemati¢kog
fakulteta u NiSu za testiranje etarskih ulja i ekstrakata pomenutih vrsta. Mikromicete su
gajene na malt-agar (MA) podlozi i presejavane su svakog meseca. Kulture se ¢uvaju na
4°C.
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3.2. Metode

3.2.1. Metode za analizu etarskih ulja

Kvantitativna 1 kvalitativna analiza dobijenih etarskih ulja izvrSena je
kombinacijom metoda gasne hromatografije (GC) i gasne hromatografije sa

spektrometrijom masa (GC-MC).

3.2.1.1. GCiGC-MS

Kvalitativna 1 kvantitativna analiza etarskog ulja vrSena je koriS¢enjem plameno-
jonizujuceg (FID) 1 maseno-spektrometrijskog detektora (MSD). GS analiza je uradena
na gasnohromatografskom aparatu HP-5890 series Il koji je opremljen split-splitless
injektorom, HP-5-srednje polarnom kolonom (25 m x 0.32 mm) i povezan sa plameno-
jonizujué¢im detektorom (FID). Protok noseceg gasa (Hy) je 1ml/min. Rastvor etarskog
ulja u etanolu injektovan je u split modu (1:30), temperatura injektora je bila 250 °C,
detektora 300°C, dok je temperatura kolone poveéavana programirano od 40-280°C, po
4°C/min. Za GC-MSD, koris¢en je HP G1800 C serije, II GCD opremljen sa HP-5MS
kolonom (30 m x 0.25 mm). Transfer linija je zagrejana na 280°C. EIMS spektri su
snimani na 70 eV u opsegu m/z 40-300. Identifikacija jedinjenja izvrSena je poredenjem
njihovih retencionih vremena sa retencionim vremenom referentnih terpenoida,
metodom koinjektiranja, poredenjem masenih spektara (za Sta je koriS¢ena biblioteka
masenih spektara (Wiley 275. L)) i na osnovu retencionih indeksa dobijenih
koriS¢enjem kalibrisanog AMDIS programa i njihovo poredenje sa onima iz literature
(Adams, 2007). Kvantifikacija je izvrsena metodom normalizacije povrSina ispod GC

pikova.
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3.2.2. Metode za analizu ekstrakata

Odredivanje antioksidativne aktivnosti (DPPH 1 ABTS-test), kao i odredivanje
ukupnih flavonoida koris¢ena je UV spektrofotometrija. Za dobijanje ukupnih

polifenola koris¢ena je spektrofotometrijska metoda po Folin-Ciocalteau.

3.2.3. Metode za odredivanje polifenola

3.2.3.1. Odredivanje ukupnih fenola kolorimetrijski reakcijom po Folin-Ciocalteau

Koncentrisani komercijalno pripremljen Folin-Kikoltov reagens razblazen je
destilovanom vodom u odnosu 1:10 (Singleton i sar., 1999). U 300 ul razblaZzenog
uzorka dodato je 1500 pl FC reagensa, nakon 6 min drzanja u mraku dodat je 7.5%
rastvora Na,COg3. SadrzZaj je izmeSan na vorteksu, a epruvete su pokrivene i ostavljene 2
h na tamnom mestu. Osnovni standard galne Kiseline dobijen je rastvaranjem 5.52 mg
kristalne monohidratne galne kiseline (Mr 188,14 g/mol) u destilovanoj vodi do 50 ml.
Koncentracije 100, 50, 25 1 10 mg/ml su koriS¢eni za konstrukciju kalibracione krive.
Za kalibracionu krivu mereno je 300 pl standardnog rastvora galne kiseline, dodat FC-
reagens i rastvor Na,COs. Slepa proba, umesto 300 pl uzorka, sadrzi 300 pl destilovane
vode.

Na spektrofotometru su merene apsorbance na talasnoj duZini 740 nm prema
blanku. Apsorbanca slepe probe je prethodno merena prema destilovanoj vodi.

Koncentracija ukupnih polifenola u originalnim uzorcima u ppm (mg/l)
ekvivalentima galne kiseline GAE su izra¢unate tako S§to su koncentracije dobijene na

osnovu kalibracione krive pomnoZene sa faktorom razblaZenja (DZami¢, 2010).

3.2.3.2. Odredivanje ukupnih flavonoida kolorimetrijski

U 600 pl razblazenog uzorka dodato je 2580 ul smese (Woisky i Salatino, 1998).
Za dobijanje radne smeSe koris¢eno je 4.1 ml 80% CyHsOH, 0.1 ml 10%
Al(NO3)3x9H,0 i 0.1 ml 1M C,H3KO,. Sadrzaj je izmeSan na vorteksu, a epruvete su
pokrivene i ostavljene 40 minuta na tamnom mestu. Osnovni standard kvercetina

dobijen je rastvaranjem 5 mg kvercetin hidrata (Mr 320 g/mol) u 96% C,HsOH do 50
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ml. Koncentracije 100, 50, 25 i 10 mg/ml su koris¢eni za konstrukciju kalibracione
krive. Slepa proba, umesto 600 pl uzorka, sadrzi 600 pl 96% C,HsOH.
Na spektrofotometru su merene apsorbance na talasnoj duzini 415 nm prema
blanku. Apsorbanca slepe probe je prethodno merena prema 96% C,HsOH.
Koncentracija ukupnih flavonoida u originalnim uzorcima u ppm (mg/l)
ekvivalentima kvercetina Qu su izraCunate tako S$to su koncentracije dobijene na osnovu

kalibracione krive pomnozene sa faktorom razblazenja.

3.2.4. Metode za odredivanje antioksidativne aktivnosti

3.2.4.1. DPPH metoda

Odredivnje potencijalne antioksidativne sposobnosti DPPH testom radeno je
spektrofotometrijski, metodom po Blois-u (Blois, 1958). Napravljen je rastvor DPPH
radikala u metanolu koncentracije tolike da apsorpcija na 517 nm bude malo preko
jedinice (koncentracija oko 5 uM), kako bi u reakciji sa potencijalnim antioksidansom
(ispitivanim jedinjenjima) pala na vrednosti od 0.2 do 0.8 (usled potrosnje DPPH u
reakciji). Koncentracije rastvora ekstrakata i ulja se biraju na osnovu probnih testova sa
rastvorom DPPH po datom postupku. Ekstrakti se rastvaraju do odgovarajuce
koncentracije (najces¢e 1 mg/ml) 1 serijom razblaZenja se dobijaju odgovarajuci radni
rastvori Cija se apsorbanca meri spektrofotometrijski uz pomo¢ UV-Vis Shimadzu, PC
1650 spektrofotometra. Kao reagens se koristi 2,2-difenil, 1-pikril hidrazil (DPPH) u
metanolu u koncentraciji 0.04 mg/ml. Postupak se sastoji u tome da se u 1800 ul
rastvora DPPH doda 200 pl ispitivanog rastvora, promucka se 1 ostavi da stoji 30 min u
mraku na sobnoj temperaturi. Nakon 30 min boravka na tamnom mestu mere se
apsorpcije rastvora na talasnoj duzini 517 nm. Posle postavljanja bazne linije meri se
apsorpcija slepe probe odnosno samog DPPH rastvora (Ao). U kivetu se sipa 200 pl
uzorka i 1800 pl rastvora DPPH (A;). Sve koncentracije se rade u tri ponavljanja, a na
isti nacin su tretirani vitamin C i BHA, poznati antioksidansi.

Smanjenje apsorpcije DPPH se izrazava u %, a izracunava se preko sledece
formule:

% smanjenja apsorpcije (na 517 nm) = (Ao- A1) X 100/ Ao
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Ao - srednja vrednost apsorpcije slepe probe;
A - srednja vrednost apsorpcije uzorka
Koncentracije koje smanjuju apsorpciju DPPH rastvora za 50% (ECs) su
dobijene sa kalibracione krive gde je predstavljena zavisnost apsorpcije DPPH rastvora
na 517 nm i koncentracije za svaki uzorak i kontrole. Za odredivanje ovih vrednosti

koris¢en je Origin 7.0 softver (Dzami¢, 2010).

3.2.4.2. ABTS metoda

Za dobijanje radne smese koris¢eno je 19.2 mg ABTS-a i 5 ml rastvora K;0gS,.
Rastvor K;03S; se dobija tako $to se 33.3 mg K,0sS;, doda u destilovanu vodu do 50 ml.
Smesa se ostavi da stoji 12-16 sati u mraku na sobnoj temperaturi. Pre svake analize vrsi
se probno merenje na talasnoj duzini od 734 nm. Tek onda dolazi do meSanja 75 ul
razblazenog uzorka i 3 ml smeSe ABTS-a (Miller i Rice-Evans, 1997). Sadrzaj je
izmeSan na vorteksu, a epruvete su pokrivene i ostavljene 30 minuta na 30° u vodeno
kupatilo. Osnovni standard vitamina C dobijen je rastvaranjem 50 mg vitamina C (Mr
176.12 g/mol) u 1 ml destilovane vode. Zatim se uzima 10 pl rastvora vitamina C i
dodaje se destilovana voda do 10 ml. Rastvor vitamina C ¢uva se na ledu. Koncentracije
0.1, 0.25, 0.5, 1, 1.25, 1.5 1 2 mg/ml su koris¢eni za konstrukciju kalibracione krive. Za
kalibracionu krivu mereno je 6, 15, 30, 60, 75, 90 i 120 ul standardnog rastvora
vitamina C i smeSe ABTS-a_ Slepa proba, umesto 75 ul uzorka, sadrzi 75 pl destilovane
vode.

Na spektrofotometru su merene apsorbance na talasnoj duZini 734 nm prema
blanku. Apsorbanca slepe probe je prethodno merena prema destilovanoj vodi.

Koncentracija antioksidanata u originalnim uzorcima u ppm (mg/l)
ekvivalentima vitamina C (VitC) su izracunate tako Sto su koncentracije dobijene na

osnovu kalibracione krive pomnozene sa faktorom razblazenja.

90



3.2.5. Mikrodiluciona metoda za odredivanje antimikrobne aktivnosti

In vitro

3.2.5.1. Testiranje antimikrobne aktivnosti etarskih ulja i ekstrakata

Na Prirodno-matematickom fakultetu u NiSu izvrSeno je antimikrobno
(antibakterijsko i antifungalno) testiranje etarskih ulja na slede¢i nac¢in. Od prekono¢nih
kultura ispitivanih test-sojeva mikroorganizama uzgajanih na hranljivom agaru je, u
sterilnom fizioloskom rastvoru, napravljena suspenzija turbiditeta 0.5 McFarlanda koja
sardzi 1.5x10° CFU /ml za bakterije i 1.5x10" CFU /ml za kvasce (NCCLS — National
Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003). Nakon toga je, prema priloZzenom
uputstvu, napravljena odgovaraju¢a podloge, Miiller-Hinton bujon (Torlak) za bakterije
i sladni bujon za gljive.

Sterilisane te¢ne podloge su razlivene po 10 ml u sterilne epruvete i inokulisane
sa po 133 ul pripremljene suspenzije mikroorganizama da bi se dobio konacan broj
CFU od 2x10° po 1 ml. Zatim je napravljena serija duplih razredenja ulja u 5% DMSO-
u, u rasponu od 0.05-100 pl/ml. U svako od 96 udubljenja mikrotitarske ploce je
unedeno po 90 pl inokulisane podloge sa 2x10°/ml CFU testirane kulture i po 10 pl od
svakog razredenja etarskog ulja. Ukupna zapremina u bunaricu je iznosila 100 pl, a
gustina suspenzije 2x10° CFU/ml. Mikrotitarske ploe su inkubirane na 37°C u trajanju
od 24h. Postupak je izveden u dva ponavljanja.

Mikrobioloski rast je ocitavan dodavanjem po 20 ul, 0.5% vodenog rastvora
trifenil tetrazolium hlorida (TTC) koji boji porasle kolonije u ruzicasto (Sartoratto i sar.,
2004). Koncentracija u kojoj nema vidljivog rasta predstavlja minimalnu inhibitornu
koncentraciju - MIC. Da bi se odredila minimalna baktericidna/fungicidna - MBC/MFC
koncentracija sadrzaj svih bunari¢a (koji se nalaze ispred inhibitorne koncentracije) je
prenesen na nove petri-ploc¢e sa odgovaraju¢im ¢vrstim podlogama (MH agar i sladni
agar - Torlak) 1 nakon inkubacije vrSeno je brojanje poraslih kolonija. MBC/MFC se
definiSe kao koncentracija aktivne supstance koja ubija 99.5% bakterija, tj. gljiva
(NCCLS standard — National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003).

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti ekstrakata koris¢ena je Mikrodiluciona

metoda. Eksperiment je izvrSen na isti na¢in kao i kod ispitivanja etarskih ulja, sa tom
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razlikom $to je u bunari¢e unoSeno po 100 ul ekstrakta (100 mg/ml u 30% metanolu za
metanolne i 100 mg/ml u 30% etanolu za etil-acetatne i acetonske ekstrakte, dok je
vodeni ekstrakt rastvaran u 5% DMSO) u 100 pl te¢ne hranljive podloge, a zatim je

pravljena serija duplih razblazenja.

3.2.5.2. Testiranje antimikrobne aktivnosti ekstarakata

Za utvrdivanje antimikrobne aktivnosti ispitivanih ekstrakta u laboratoriji,
Instituta za Bioloska istrzivanja “SiniSa Stankovi¢” u Beogradu koriSéena je izmenjena
metoda koju su dali Hanel i Raether, 1998 i Daouk i sar., 1995. Prekono¢ne kulture
bakterijskih vrsta su kultivisane na 37°C u Tryptic Soy Broth (TSB) podlozi. Spore
gljiva su spirane sa povrSine agarozne ploce sterilnim 0.85% fizioloskim rastvorom koji
sadrzi 0.1% Tween 80 (v/v). Celijske suspenzije bakterija i gljiva su regulisane pomoéu
sterilnog fizioloskog rastvora u koncetracijama od 1.0 x 105 kona¢ne zapremine od 100
ul. Inokulumi su ostavljeni na +4°C 1 pripremljeni za dalje testiranje. Razredenja
inokuluma gajena su na ¢vrstom MH za bakterije 1 ¢vrstom MA za gljive da bi se
utvrdilo odsustvo kontaminacije i proverila ispravnost inokuluma.

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) je utvdena serijom dilucionith
tehnika koriste¢i mikrotitracione ploce sa 96 udubljenja. Ekstrakti su rastvoreni u 30%
metanolu, 30 % etanolu i 5% DMSO-u (20 mg/ml) i dodati su u bujon medijuma sa
inokulumom. Mikroploce su inkubirane 48 h na 37°C za bakterije 1 72 h na 28°C, za
gljive. Najniza koncentracija bez vidljivog rasta (koriste¢i binokularni mikroskop) je
definisana kao MIC.

Minimalna baktericidna koncentracija (MBC) kao i minimalna fungicidna
koncentracija (MFC) odredene su serijom subkultura od 2 ml u mikrotitar plo¢ama koje
sadrze 100 ml bujona, a zatim inkubirane 48 h na 37°C ili 72 h na 28°C. Minimalna
koncentracija bez vidljivog rasta je definisana kao MBC/MFC, S$to ukazuje na 99.5%
smrtnosti u odnosu na pocetni inokulum. Ampicilin i komercijalni fungicid,

ketokonazol, su kori$éeni kao pozitivna kontrola (0.1-5 mg/ml).
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

U radu je vrSena analiza trinaest taksona iz familije Apiaceae i to: Eryngium
serbicum, Seseli pallasii, S. libanotis subsp. libanotis, S. libanotis subsp. intermedium,
Peucedanum officinale, P. longifolium, P. aegopodioides, P. alsaticum, Pastinaca
sativa, Heracleum sphondylium, Tordylium maximum, Cachrys cristata i Opopanax
hispidus. Utvrdivano je dejstvo etarskih ulja i dobijenih ekstrakata na razliCite vrste
bakterija i gljiva. Za ekstrakte je utvrdivan njihov antioksidativni potencijal. U Tabeli
4.1 1 Tabela 4.2 dati su prinosi etarskih ulja kao i prinosi metanolnih, etil-acetanih,

acetonskih i vodenih ekstrakata (na 100 g biljnog materijala).

Tabela 4.1. Prinosi etarskih ulja istrazivanih vrsta.

Takson Prinos etarskog ulja (g)
Eryngium serbicum 0.091
Seseli pallasii 0.098
S. libanotis subsp. libanotis 0.129
S. libanotis subsp. intermedium 0.153
Peucedanum officinale 0.094
P. longifolium 0.068
P. aegopodioides 0.027
P. alsaticum 0.017
Pastinaca sativa 0.100
Heracleum sphondylium 0.021
Tordylium maximum 0.007
Cachrys cristata (nadzemni deo) 0.014
Cachrys cristata (plod) 0.006
Opopanax hispidus (nadzemni deo) 0.011
Opopanax hispidus (cvast) 0.034
Opopanax hispidus (plod) 0.015
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Tabela 4.2. Prinosi ekstrakata.

Metanolni acz:ccg';ni Vodeni  Acetonski
Takson ekstrakt ekstrakt  ekstrakt
ekstrakt
© 0 @ @
Eryngium serbicum 1.043 0.186 0.993 0.275
Seseli pallasii 0.786 0.353 1.587 0.467
S. libanotis subsp. libanotis 1.132 0.378 1.017 0.295
S. libanotis subsp. intermedium
_ 0.917 _ _ _
(nadzemni deo)
S. libanotis subsp. intermedium
1.225 1.702 10.111 1.449
(plod)
Peucedanum officinale 1.010 0.172 1.476 0.213
P. longifolium 2.090 0.757 1.318 0.390
P. aegopodioides 0.569 0.028 0.765 0.100
P. alsaticum 0.760 0.085 1.135 0.081
Pastinaca sativa _ _ _ _
Heracleum sphondylium 0.388 0.087 0.624 0.179
Tordylium maximum 1.148 0.094 0.615 0.123
Cachrys cristata (nadzemni deo) 0.532 0.160 1.838 0.132
Cachrys cristata (plod) 0.919 0.656 0.789 0.535
Opopanax hispidus (hadzemni deo) 0.460 0.084 0.276 0.118
Opopanax hispidus (cvast) 1.595 0.302 _ _
Opopanax hispidus (plod) 1.674 0.190

4.1. Analiza hemijskog sastava etarskih ulja

U ovom odeljku dati su rezultati kvantitativne i kvalitativne analize sastava

etarskih ulja pojedinih taksona.

Koris¢enjem metoda GC i GC-MS u etarskim uljima vrste Cachrys cristata

identifikovano je 43 komponente u nadzemnom delu biljke $to je 99.7% 1 52

komponente u plodu §to predstavlja 99.1%. Za oba ulja karakteristi¢no je to da sadrze
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visok procenat seskviterpena i oksidovanih seskviterpena, dok monoterpena nema.
Dominantne komponente nadzemnog dela etarskog ulja vrste C. cristata su: fitol
(13.1%), germakren D (12.9%), B-kariofilen (9.7%) i p-burbonen (8.5%) (Grafik 4.1.1),
dok se u plodu sa najve¢im procentom sre¢u komponente kao $to su: suberozin (19.7%),
germakren D (12.3%) i germakren B (10.0%) (Grafik 4.1.2). Zajednic¢ko za njih je da
sadrze germakren D kao najzastupljeniju komponentu (Tabela 4.1.1). U plodu se
suberozin pojavljuje u najveéem procentu, dok se u nadzemnom delu javlja u tragovima.
Ovo je prvi podatak o sastavu etarskog ulja C. cristata u Srbiji (Mateji¢ i sar., 2012). U
literaturi su pronadeni podaci o sastavu etarskog ulja ploda C. cristata u Turskoj. Ozek i
sar. (2007) navode da su glavne slede¢e komponente: heksadekanska kiselina (11.6%),
nonakozan (8.0%), germakren D (6.1%) i miristicin (4.4%). U etarskom ulju ploda C.
cristata iz Srbiji nisu detektovani heksadekanska kiselina i miristicin.

Tabela 4.1.1. Hemijski sastav etarskog ulja vrste Cachrys cristata.

C. cristata
Komponente KIE! KIL2 nc?éjoz%r)zgi [()(!2()1
borneol 1167.0 1165 0.9 _
terpinen-4-ol 11794 1174 0.3 _
p-cimen-8-ol 1189.8 1179 0.7 _
(E)-hrizantenil acetat 12275 1235 0.2 _
(2)-hrizantenil acetat 1263.3 1261 0.5 _
bornil acetat 1286.8 1287 2.5 0.2
karvakrol 1299.1 1298 _ 0.7
p-vinil-gvajakol 13159 1309 _ 0.3
a-kubeben 1350.2 1345 0.2 0.2
a-kopaen 13715 1374 1.5 0.5
B-burbonen 1385.6 1387 8.5 2.5
B-kubeben 1390.7 1387 0.4 1.4
B-kariofilen 1420.1 1417 9.7 4.1
B-kopaen 1429.0 1430 _ 3.0
B-gurjunen 14295 1431 1.5 _
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y-elemen

6,9-gvajadien
kadina-3,5-dien
a-humulen
izogermakren D
(Z2)-murola-4(14),5-dien
y-murolen

germakren D

B-selinen
(E)-murola-4(14),5-dien
biciklogermakren
a-murolen

B-bisabolen

y-kadinen

d-kadinen

zonaren
selina-4(15),7(11)-dien
selina-3,7(11)-dien
n.i.=nije identifikovano
germakren B
mintoksid

spatulenol
kariofilen-oksid
murola-4,10(5)-dien-8a-ol
salvial-4(14)-en-1-one
humulene-epoksid
B-oplopenon
1,10-di-epi-kubenol**
1-epi-kubenol
kariofila-3(15),7(14)-dien-6-ol
kariofila-4,(12),8(13)-dien-5a-ol

a-murolol (=toreiol)

1434.4
14448
1450.8
1453.8
1466.4
1466.6
1477.3
1483.4
1486.2
1491.8
1496.1
1501.0
1510.6
1517.6
1525.1
1529.2
1535.4
1542.1
15515
1557.3
1567.7
1580.2
1584.8
1592.1
1594.8
1610.2
1614.7
1623.1
1630.2
1635.3
1639.1
1644.8

1434
1442
1448
1452
n/a
1465
1478
1485
1489
1493
1500
1500
1505
1513
1522
1528
1534
1545

1559
1565
1577
1582
1594
1594
1608
1607
1618
1627
1635
1640
1644

0.9
0.3
1.8

1.0

12.9

0.9

3.1
0.7
1.9

0.5
1.0
1.6
7.3
1.8

2.5

0.4
0.6
1.0
1.0

0.2
0.6

1.3
0.6

0.4
12.3
0.4
0.3
1.3
0.4
2.0

2.1
0.8
1.2
2.7
0.4
10.0
0.2
1.0
2.5

1.1
0.5
1.1
1.0
0.8

0.4
1.3
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kedr-8(15)-en-10-ol 1649.7 1650 1.3 0.8

a-kadinol 1657.1 1652 3.5 3.0
14-hidroksi-9-epi-(E)-kariofilen 1674.6 1668 1.0 _
eudezma-4(15),7-dien-1B-ol 1682.8 1687 1.3 0.5
amorfa-4,9-dien-2-ol 1689.3 1700 _ 2.2
germakra-4(15),5,10(14)-trien-la-ol  1689.5 1685 5.6 _
6a-hidroksi-germakra-1(10),4-dien 16925 1700 _ 0.9
2a-hidroksi-amorfa-4,7(11)-dien 1768.2 1775 2.8 _
neofitadien (izomer I11) 1841.0 1849 0.6 0.9
heksahidrofarnezil aceton 1847.7 1846 0.5 0.4
n.i. 1883.0 0.3 _
fitol 2117.3 2114 13.1 0.4
suberozin 2224.3 n/a 0.2 19.7
trikozan 2302.1 2300 1.5 0.7
tetrakozan 2402.6 2400 _ 0.9
pentakozan 2503.1 2500 _ 0.2
heksakozan 2602.8 2600 _ 0.4
heptakozan 2703.9 2700 0.5 1.1
n.i. 2718.8 _ 0.5
oktakozan 2803.5 2800 _ 4.2
skvalen** 2830.9 n/a _ 1.2
nonakozan 2903.9 2900 _ 2.6
Ugljovodoniéni monoterpeni® 0.0 0.0
Oksidovani monoterpeni® 2.5 0.7
Ugljovodoniéni seskviterpeni® 457 48.3
Oksidovani seskviterpeni® 32.9 36.7
Drugo® 19.0 14.3
Ukupno 100.0 100.0
Ukupno identifikovano 99.7 99.1

! Kovacev (retencioni) indeks eksperimentalno odreden (AMDIS)

? Kovacev (retencioni) indeks literaturni podatak (Adams, 2007)

n.i.= nije identifikovano



Grafik 4.1.1. Hemijski sastav etarskog ulja nadzemnog dela vrste Cachrys cristata.
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Grafik 4.1.2. Hemijski sastav etarskog ulja ploda vrste Cachrys cristata.
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U predhodnim istrazivanjima, ispitivan je hemijski sastav etarskih ulja pojedinih
vrsta koje su koris¢ene u ovom radu i doslo se do sledec¢ih zakljucaka. Rod Peucedanum
se najjasnije izdvaja u odnosu na ostale rodove, bez obzira na to $to vrste u okviru ovog
roda ne formiraju homogene grupe. Vrste P. longifolium i P. officinale, kao glavnu
komponentu imale su (-)-a-pinen (4.0-38.7%), dok je za vrstu P. alsaticum, dominantna
komponenta bila (+)-a-pinen (15.0%). Najhomogenija grupa zabelezena je u okviru
tribusa Tordylieae. Pastinaca sativa kao glavne komponente sadrzi (Z)-B-ocimen
(10.8%) i lavandulol-acetat (5.2%), dok je etarsko ulje vrste Tordylium maximum
okarakterisan prisustvom oktil izobutanoata (16.1%) i oktil-2-metilbutanoata (25.0%).

Takode, vrste koje pripadaju tribusu Apieae formiraju najheterogeniju grupu. Libanotis
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montana je jedina vrsta iz ovog tribusa koja sadrzi eudesma-4(15),7-dien-1-p-ol (1.2%).
Dobijeni rezultati istrazivanih etarskih ulja vrsta u okviru subfamilije Apioideae
predstavljaju slozeni kompleks razlicitih jedinjenja. Rezultati PCA analize su pokazali
da je doslo do grupisanja srodnih taksona u adekvatne tribuse, §to potvrduje
hemotaksonmski znacCaj sastava etarskih ulja, ¢ime se u vec¢oj meri potvrduju sadasnji
taksonomski odnosi (Kapetanos i sar., 2008).

Na osnovu ranijih istrazivanja pokazano je da etarsko ulje vrste Eryngium serbicum
sadrzi kao glavne komponente germakren D (19.7%), p-elemen (10.0%) i spatulenol
(6.9%) (Capetanos i sar., 2007).
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4.2. Rezultati antibakterijske i antifungalne aktivnosti

4.2.1. Uporedna analiza antibakterijske i antifungalne aktivnosti

testiranih etarskih ulja

U ovom odeljku prikazan je uporedni pregled antibakterijske i antifungalne
aktivnosti etarskih ulja dobijen koris¢enjem metode mikrodilucije. Vrednosti
minimalnih inhibitornih (MIC) i minimalnih fungicidnih koncentracija (MFC) izrazene
u mg/ml, prikazane su u Tabeli 4.2.1.

Ulja biljnih vrsta Peucedanum officinale, P. longifolium, Pastinaca sativa, Seseli
libanotis ssp. libanotis su delovala na sve testirane sojeve u okviru ispitivanih
koncentracija od 0.78-100 ul/ml. U tom opsegu etarska ulja sledecih vrsta Eryngium
serbicum, S. pallasii, Heracleum sphondylium i P. aegopodioides na neke od sojeva
nisu imala delovanje, dok ulja vrsta Opopanax hispidus (iz nadzemnog dela biljke), O.
hispidus (iz ploda), Cachrys cristata i Tordylium maximum nisu pokazala aktivnost ni
na jedan ispitivani soj. Jedan od razloga u nedetektovanju aktivnosti moze biti i
postojanje ogranicene koli¢ine uzorka pa nije bilo moguce testirati ve¢e koncentracije

ulja.

Slika 4.2.1. Mikrotitraciona plo¢a (96 sistem) sa rezultatima dobijenim

mikrodilucionom metodom za Pseudomonas aeruginosa.
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Grupa Gram (-) bakterija je bila rezistentnija od grupe Gram (+) bakterija.
Narocito otpornim se pokazao soj Salmonella enteritidis na koga su inhibitorno i
baktericidno delovala ulja P. longifolium i Pastinaka sativa u koncentraciji od 100
wl/ml, dok su ulja S. libanotis ssp. libanotis i P. officinale imala aktivnost u
koncentraciji od 50 pl/ml. Iznenadujuce osetljiv se pokazao soj Pseudomonas
aeruginosa na koga je ulje biljne vrste P. aegopodioides imalo efekat u koncentraciji od
10 pl/ml, a ulja vrsta P. officinale, P. longifolium, E. serbicum u koncentraciji od 12.5
wl/ml (Slika 4.2.1). Na soj Escherichia coli ulja vrsta P. officinale, P. longifolium i
Pastinaca sativa su bila aktivna u opsegu od MIC/MBC=25.0/100 pl/ml.

U grupi Gram (+) bakterija najosetljiviji je bio soj Bacillus cereus na koga su
ulja delovala u opsegu od 0.78-12.5 pl/ml, sa najboljom aktivno$c¢u ulja biljne vrste
vrsta P. officinale, P. longifolium i E. serbicum u opsegu od MIC=MBC=3.13 ul/ml. Na
soj Listeria monocytogenes najbolju aktivnost je ispoljilo ulje vrste P. aegopodioides,

ali dobro delovanje su imala i ulja P. officinale, P. longifolium i H. sphondylium.

Na kvasac Candida albicans su delovala ulja vrsta P. officinale, P. longifolium,
E. serbicum, S. pallasii, Pastinaca sativa, S. libanotis ssp. libanotis, H. sphondylium i P.
aegopodioides gde se kao ulje sa najboljom aktivnos¢u pokazalo ulje vrste E. serbicum
(MIC/MFC=1.56/3.13 pl/ml).

Generalno, najbolju aktivnost je imalo ulje vrste E. serbicum koje nije delovalo
na S. enteritidis ali je, u nizim koncentracijama, bilo aktivno na sojeve P. aeruginosa
MIC=MBC=12.5 pl/ml, B. cereus i S. aureus MIC=MBC=3.13 pl/ml i na kvasac C.
albicans MIC/MFC=1.56/3.13. Dobru aktivnost je imalo i ulje P. aegopodioides koje je
na P. aeruginosa, L. monocytogenes i C. albicans delovalo u koncentraciji od
MIC=MBC(MFC)=10.0 pul/ml, dok je rast soja B. cereus bio inhibiran na koncentraciji
od 2.50 ul/ml. Najveca testirana koncentracija ovog ulja (usled ograni¢ene koliine
uzorka) je bila 10.0 pl/ml i ona nije delovala na E. coli, S. eneteritidis i S. aureus. Kao
ulja sa dobrom aktivnos¢u su se izdvojila i ulja biljnih vrsta P. officinale, P.
longifolium, dok su najslabije delovanje imala ulja Pastinaca sativa i S. pallasii.
Medutim, ulje P. sativa je imalo najbolji rezultat u odnosu na sva testirana ulja protiv

soja B. cereus (MIC=MBC=0.78). Kako je B. cereus izaziva¢ kvarenja hrane, a vrsta P.
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sativa zacCinska biljka, moze se do¢i do zakljucka da upravo ova biljna vrsta moze

sluziti kao potencijalni konzervans u prehrambenoj industriji.

Dobijeni rezultati upuéuju na zakljucak da se ulja ispitivanih vrsta navedenih u
Tabeli 4.2.1., mogu, osim kao dodaci hrani za poboljsanje arome i mirisa, Koristiti i kao
prirodni konzervansi. S tim u vezi bi 1 buduca istrazivanja trebalo usmeriti na hranu kao
model sistemu iz razloga §to upravo ove bakterije koje dovode do kvaranja hrane u
samoj hrani rastu u biofilm formacijama te su manje osetljive nego u te¢noj kulturi.
Osim toga, na taj nacin treba ispitati i da li koncentracije ulja koje deluju antimikrobno
ne menjaju drasti¢no miris i ukus prehrambenog proizvoda koga treba konzervirati ili

mozda deluju citotoksi¢no na ljudski organizam.
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Tabela 4.2.1. Antimikrobna aktivnost etarskih ulja (MIC i MBC/MFC- ul/ml).

Gram (-) .
bakterije Streptomicin
E. coli
ATCC 25922 50.0/100 50.0/>100 50.0/100 25.0/100 25.0/100 >10.0/>10.0 25.0/100 >50.0/>50.0 16.0/16.0
P. aeruginosa
ATCC 9027 12.5/12.5 25.0/25.0 25.0/25.0 12.5/12.5 12.5/125 10.0/10.0 50.0/50.0 25.0/25.0 8.0/8.0
S.enteritidis ) 00/5100 >100/>100 50.0/50.0  50.0/50.0 100/100 >10.0/>10.0  100/100  >50.0/>50.0 4.0/4.0
ATCC 13076
Gram (+) .
bakterije Hloramfenikol
B. cereus
ATCC 10876 3.13/3.13 1.56/3.13 1.56/1.56 6.25/6.25 12.5/12.5 2.50/10.0 0.78/0.78 1.56/1.56 4.0/16.0
L.
monocytogenes  25.0/25.0 100/100 25.0/25.0 12.5/125 12.5/25.0 10.0/10.0 100/100 12.5/12.5 8.0/16.0
ATCC15313
S. aureus
ATCC 25923 3.13/3.13 50.0/50.0 125/25.0 3.13/3.13 3.13/3.13 >10.0/>10.0 50.0/50.0 12.5/12.5 1.0/8.0
Kvasac Nistatin
C. albicans

1.56/3.13 50.0/50.0 25.0/25.0 25.0/25.0 12.5/12.5 10.0/10.0 50.0/50.0 25.0/25.0 16.0/16.0
ATCC 10231
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4.2.2. Uporedna analiza antibakterijske i antifungalne aktivnosti

testiranih ekstrakata

U ovom delu dati su rezultati aktivnosti razli¢itih ekstrakata u testovima
antibakterijske i antifungalne analize in vitro, primenom mikrodilucione metode. Testirani
su metanolni, etil-acetatni, vodeni i acetonski ekstrakati slede¢ih biljnih vrsta: Eryngium
serbicum, Seseli pallasii, S. libanotis subsp. libanotis, S. libanotis subsp. intermedium
(nadzemni deo i plod), Peucedanum officinale, P. longifolium, P. aegopodioides, P.
alsaticum, Heracleum sphondylium, Tordylium maximum, Cachrys cristata (nadzemni deo i
plod) i Opopanax hispidus (nadzemni deo, cvast i plod).

Antimikrobna aktivnost razli¢itih ekstrakata nadzemnog dela biljne vrste E.
serbicum pokazuje da je etil-acetatni ekstrakt delovao bolje u odnosu na metanolni, a oba
znatno bolje u odnosu na acetonski ekstrakt (Tabela 4.2.2). Takode se mozZe uociti da su
inhibitorne koncentracije znatno nize od baktericidnih, naro¢ito za metanolni i etil-acetatni
ekstrakt kod sojeva S. enteritidis i S. aureus (MIC/MBC=1.56-3.125/25.0->50.0 mg/ml) i
acetonski kod B. cereus (MIC/MBC=1.56/>50.0 mg/ml). Vodeni ekstrakt u testiranim

koncentracijama nije pokazao aktivnost na testirane patogene.
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Tabela 4.2.2. Antimikrobna aktivnost ekstrakata vrste Eryngium serbicum.

E. serbicum

Gram (-)
bakterije

E. coli

ATCC 25922
P. aeruginosa
ATCC 9027

S. enteritidis
ATCC 13076
Gram (+)
bakterije
Bacillus cereus
ATCC 10876
L. monocytogenes
ATCC15313
S. aureus
ATCC 25923

Kvasac

C. albicans
ATCC 10231

Ekstrakti (MIC/MBC(MFC) u mg/ml)

Referentni
antibiotik

Metanolni acig';ni Acetonski  Vodeni MIC/E/I!%C/:nE:\AFC)
Streptomicin
12.5/>50 3.125/>50 25/25 50/50 16.0/16.0
6.25/50 3.125/50 12.5/25  50/>50 8.0/8.0
3.125/50 1.56/50 12.5/25  50/>50 4.0/4.0
Hloramfenikol
12.5/12.5 3.125/50 1.56/>50  50/50 4.0/16.0
6.25/50 12.5/25 6.25/25  50/>50 8.0/16.0
1.56/25 1.56/>50 12.5/>50 50/>50 1.0/8.0
Nistatin
12.5/50 12.5/>50 12.5/50  50/>50 16.0/16.0

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 4.2.3 zapazeno je da je antimikrobna

aktivnost ekstrakata nadzemnog dela biljne vrste Seseli pallasii je generalno slabija u

odnosu na vrste S. libanotis subsp. libanotis i S. libanotis subsp. intermedium testiranog

roda Seseli. Vec¢ina ekstrakata na testirane sojeve nije imala baktericidno delovanje ni u

najvisoj testiranoj koncentraciji. Izuzetak predstavljaju acetonski i vodeni ekstrakti koji

sprecavaju rast E. coli, B. cereus i C. albicans, kao i delovanje sva tri tipa ekstrakta koja

(osim vodenog) na L. monocytogenes i S. aureus, gde su MBC vrednosti bile od 3.125-50.0

mg/ml. Ubedljivo najbolju aktivnost je imao acetonski ekstrakt vrste S. pallasii na
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bakterijsku vrstu B. cereus sa najnizom minimalnom inhibitornom koncentracijom

(MIC/MBC=1.56/12.5).

Tabela 4.2.3. Antimikrobna aktivnost ekstrakata vrste Seseli pallasii.

. Referentni
) Ekstrakti (MIC/MBC(MFC) u mg/ml) antibiotik
S- pallasii Etil MIC/MBC (MFC
Metanolni g . Acetonski Vodeni ( )
acetatni u pg/mi
Gram (-) -
bakterije Streptomicin
Eien) 125/>50 156/>50  25/50  50/50 16.0/16.0
ATCC 25922 ' ' ' '
P. aeruginosa
ATCC 9027 0.39/>50 0.78/>50 0.78/>50  50/>50 8.0/8.0
S. enteritidis
ATCC 13076 6.25/>50 6.25/>50 50/>50 50/>50 4.0/4.0
Gram (+) .
bakterije Hloramfenikol
Bacillus cereus
ATCC 10876 12.5/>50 0.39/>50 1.56/12.5 50/50 4.0/16.0
L. monocytogenes
ATCC15313 6.25/12.5 25/25  3.125/3.125 50/>50 8.0/16.0
S. aureus
ATCC 25923 3.125/25  0.39/50 12.5/50 50/>50 1.0/8.0
Kvasac Nistatin
C. albicans
12.5/>50 6.25/>50 12.5/50 50/>50 16.0/16.0
ATCC 10231

Svi testirani ekstrakti nadzemnog dela biljne vrste Seseli libanotis subsp. libanotis
su pokazali antimikrobnu aktivnost na sve testirane sojeve mikroorganizama (Tabela
4.2.4). Grupa Gram (+) bakterija (MIC/MBC=0.78-50.0/6.25->50.0 mg/ml) je bila
osetljivija u odnosu na grupu Gram (-) bakterija (MIC/MBC=0.78-50.0/12.5->50.0 mg/ml).
Narocito osetljiv se pokazao soj B. cereus sa naboljim delovanjem acetonskog i vodenog
ekstrakta (MIC/MBC=1.56/25.0 mg/ml). Kao i u sluéaju ekstrakata biljne vrste S. libanotis

106



subsp. intermedium, metanolni ekstrakt je imao nize inhibitorne koncentracije, ali je

acetonski ekstrakt imao bolje mikrobicidne aktivnosti, osim kod soja S. aureus kod koga

nije delovala ni najviSa testirana koncentracija tog ekstrakta. Najbolju aktivnost je imao

metanolni ekstrakt na sojeve L. monocytogenes i S. aureus (MIC/MBC=3.125/12.5 mg/ml),

kao i acetonski ekstrakt na L. monocytogenes (MIC=MBC=6.25 mg/ml).

Tabela 4.2.4. Antimikrobna aktivnost ekstrakata vrste Seseli libanotis subsp. libanotis.

S. libanotis
subsp. libanotis

Gram (-)
bakterije

E. coli

ATCC 25922
P. aeruginosa
ATCC 9027

S. enteritidis
ATCC 13076
Gram (+)
bakterije
Bacillus cereus
ATCC 10876
L. monocytogenes
ATCC15313
S. aureus
ATCC 25923

Kvasac

C. albicans
ATCC 10231

Ekstrakti (MIC/MBC(MFC) u mg/ml) Eﬁ‘;?gi’)‘tt&'
Metanolni acE:[(g'Eni Acetonski  Vodeni M C/lI}/I:gC/)nSII\/I 7
Streptomicin

25/>50 6.25/12.5 25/25 25/25 16.0/16.0
0.78/>50  1.56/>50 12.5/50  50/>50 8.0/8.0
6.25/>50  6.25/>50 50/>50 50/>50 4.0/4.0

Hloramfenikol

3.125/25 0.78/50 1.56/25  1.56/25 4.0/16.0
3.125/125 125/125 6.25/6.25  25/50 8.0/16.0
3.125/12.5 3.125/>50 3.125/>50 50/>50 1.0/8.0
Nistatin

6.25/50  3.125/50 25/25 25/>50 16.0/16.0

Kada se sumiraju rezultati antimikrobne aktivnosti nadzemnog dela biljke i ploda

biljne vrste Seseli libanotis subsp. intermedium mogu se izvesti odredeni zakljucci (Tabela

4.2.5). Vodeni ekstrakt ploda vrste S. libanotis subsp. intermedium nije imao nikakvo

107



antimikrobno delovanje. Metanolni ekstrakt i nadzemnog dela biljke i ploda je delovao

sli¢no pri ¢emu su inhibitorne koncentracije bile jako niske (MIC=0.20-12.5 mg/ml) ali je

baktericidno delovanje kod Gram (-) bakterija i C. albicans izostalo, dok je MBC kod Gram

(+) bakterija bio u opsegu od 6.25-25.0 mg/ml.

Tabela 4.2.5. Antimikrobna aktivnost ekstrakata vrste Seseli libanotis subsp. intermedium.

— Ekstrakti (MIC/MBC(MFC) u mg/ml) it
ermedun  (raggemn MO gy Actonsd Vodeni Z DS
deo) (plod) pg/mi

Sz;l?tr: rsze Streptomic.
i‘Tng ssopp  125/>50  078/>50 625125 12525 50550  16.0/16.0
Z‘Tag(r:”gg‘z"?sa 156/50  0.20/>50 125/125  125/25 50/>50  8.0/8.0
iﬁgtgrigg% 62550  0.39/>50  0.78/50  25/>50  50/>50  4.0/4.0
Sz;l?tr: rg;re) Hloramfen.
i?rcggjigg%us 0.78/25  0.78/25  156/156 1.56/3.125 50/>50  4.0/16.0
rl;{onocytogenes 1.56/6.25  0.78/12.5 1.56/50 1.56/1.56 50/>50 8.0/16.0
ATCC15313

i‘%{f‘gm 0.78/25  0.78/250  0.78/50  0.78/50 50/>50  1.0/8.0
Kvasac Nistatin
ifggi%”;g . 3125150 07850 3.25/50 3125050 50/>50  16.0/16.0

Najosetljivija je bila L. monocytogenes na koju je metanolni ekstrakt nadzemnog
dela biljke delovao u koncentracijama od MIC/MBC=1.56/6.25 mg/ml. Etil-acetatni i

acetonski ekstrakt su delovali sli¢no. Tako su njihove inhibitorne koncentracije neSto vece

nego kod metanolnih ekstrakata, MIC=0.78-25.0 mg/ml, baktericidne koncentracije su bile

nize, U odnosu na Gram (-) bakterija. Etil-acetatni ekstrakt ploda je najbolje delovao na B.
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cereus (MIC=MBC=1.56 mg/ml) i E. coli (MIC/MBC=6.25/12.5 mg/ml), dok je acetonski
ekstrakt ploda najbolje delovao protiv B. cerus (MIC/MBC=1.56/3.125 mg/ml) i L.
monocytogenes (MIC=MBC=1.56 mg/ml) (Tabela 4.2.5).

Antibakterijska aktivnost testiranih ekstrakata razli¢itih vrsta roda Peucedanum je
prikazana na Slici 4.2.2 koriste¢i se mikrodilucionom metodom. Testirani ekstrakti
pomenutih vrsta roda Peucedanum pokazuju antibakterijsku aktivnost na sve bakterijske
sojeve, ali u razli¢itom opsegu. Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) se kretala od
5.0-160.0 mg/ml, dok je minimalna baktericidna koncentracija (MBC) imala vrednosti od
10.0-160.0 mg/ml.

Slika 4.2.2. Mikrotitraciona plo¢a sa rezultatima dobijenim testiranjem antimikrobne

aktivnosti metanolnih i etil-acetatnih ekstrakata &etiri vrste roda Peucedanum.

Antibakterijski potencijal ekstrakata vrsta roda Peucedanum se moze predstaviti na
slede¢i nacin: aceton > etil-acetat > metanol > voda. Najbolju antibakterijsku aktivnost
pokazivao je acetonski ekstrakt vrste P. longifolium, MIC je bio u opsegu od 5.0-20.0
mg/ml, a MBC je od 10.0-40.0 mg/ml. Uopsteno gledano, najslabiju antimikrobnu
aktivnost imali su vodeni ekstrakti svih ispitivanih vrsta roda Peucedanum. Najosetljivija
bakterijska vrsta je bila S. typhimurium sa MIC od 15.0-120.0 mg/ml i MBC od 20.0-160.0
mg/ml. L. monocytogenes se pokazala kao najotpornija bakterijska vrsta sa inhibitornom
aktivno$c¢u izmedu 20.0-160.0 mg/ml, i startnom baktericidnom od 40.0 mg/ml ne vise od
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>160.0 mg/ml za vodene ekstrakte. Ampicilin, standardni lek, je koriS¢en kao pozitivna
kontrola. Opseg delovanja MIC za ampicilin bio je od 0.1-0.3 mg/ml i MBC 0.15-0.5
mg/ml. Poredenjem bioloSke aktivnosti ekstrakta sa komercijalnim antibiotikom, moze se
uociti da testirani uzorci pokazuju slabiji antibakterijski potencijal (Tebela 4.2.6).

U ranijim istrazivanjima pokazano je da antimikrobna aktivnost heksanskih
ekstrakata iz ploda vrste P. alsaticum i P. cervaria poseduju inhibitornu aktivnost na Gram-
pozitivne sojeve testirane sa razli¢itim MIC vrednostima (0.25-2.0 mg/ml); inace, ekstrakt
vrste P. alsaticum poseduje jacu antimikrobnu aktivnost i Siri spektar delovanja. Rast
Gram-negativnih bakterija i kvasca Candida spp. nije bio inhibitoran ni sa najve¢im

testiranim koncentracijama (MIC>4.0 mg/ml) (Skalicka-Wozniak i sar., 2010).
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Tabela 4.2.6. Antibakterijska aktivnost razlic¢itih ekstrakata analiziranih vrsta roda Peucedanum.

Gram (+) bakterije

Gram (-) bakterije

B. M. S. L. . E. P. S.
E. coli . L
cereus  flavus  aureus monocytogenes cloacae aeruginosa typhimurium

S Ekstrakti (MIC/MBC u mg/ml)

g P. officinale 20/30 40/50 20/30 40/60 30/40 20/30 20/30 20/30

Y

= P. longifolium 20/30 30/40 20/30 40/60 30/40 20/30 20/30 30/40

=

= P 20/30 40/50 20/30 40/60 30/40 20/30 20/30 20/30

8 aegopodioides

[<B)

P P. alsaticum 30/50 30/50 30/50 30/50 30/50 30/50 30/40 30/60
% = P. officinale 20/30 30/40 20/30 40/60 20/40 15/20 20/20 15/20
8 X
§ § P. longifolium 20/30 40/40 30/40 30/40 30/40 20/30 15/20 15/20
L 2
e P. alsaticum 20/30 20/40 15/20 20/40 20/40 15/20 15/20 15/20

© P. officinale ~ 140/160 160/ 140/ 140/ - 120/ 120/ 120/160

©

E P. longifolium 120/ 160/ 120/ 140/ 160/ 120/ 160/ 120/

(¢B)

'c P 120/160 160/ 140/ 140/ 140/ 120/ 120/140 120/160

o aegopodioides

S P. alsaticum 140/ - - 160/ - 140/ - 140/
T = P. officinale 20/30 30/40 20/30 30/40 15/20 15/20 10.0/15 15/20
n X
é g P. longifolium  5.0/10  20/30 15/20 20/40 20/30  10.0/15 15/20 15/20
O X
< P. alsaticum 10.0/15  20/30 15/20 20/40 20/40  10.0/15  10.0/15 20/30

Ampicilin 0.1/0.15 0.1/0.15 0.1/0.15 0.15/0.3 0.15/0.2 0.15/0.2  0.3/0.5 0.1/0.2
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Rezultati antifungalne aktivnosti analiziranih vrsta roda Peucedanum prikazani su u
Tabeli 4.2.7. Svi testirani ekstrakti pokazivali su antifungalnu aktivnost, pri ¢emu je MIC
bio u opsegu 10.0-160.0 mg/ml i MFC 20.0-160.0 mg/ml. Antifungalni potencijal se moze
prikazati na slede¢i nacin: aceton > etil acetat > metanol > vodeni ekstrakt. Najbolju
antifungalnu aktivnost imao je acetonski ekstrakt vrste P. alsaticum sa inhibitornom
aktivno$¢u od 10.0-40.0 mg/ml i fungicidnom od 20.0-60.0 mg/ml. Najslabija antifungalna
aktivnost se moze uociti kod vodenih ekstrakata, svi testirani ekstrakti imali su MIC sa
startnom koncentracijom od 120.0 mg/ml i MFC 160.0 mg/ml. Za mnoge vrste gljiva nije
detektovana inhibitorna i fungicidna aktivnost za vodene ekstrakte. A. ochraceus je bila
najosetljivija sa MIC od 10.0-120.0 mg/ml i MFC od 20.0-160.0 mg/ml, dok je C. albicans
bila najrezistentnija sa MIC od 40.0-160.0 mg/ml i MFC od 60.0 mg/ml ne vise od >160.0
mg/ml. Ketokonazol, kao sinteti¢ki fungicid je pokazivao inhibitornu aktivnost od 0.15-2.5
mg/ml i fungicidnu od 0.5-3.0 mg/ml, $to ukazuje na to da su sinteticki fungicidi imali
bolju antifungalnu aktivnost u odnosu na testirane ekstrakte. Na osnovu ovoga se moze
zakljuciti da razliCite vrste bakterija i gljiva, razli¢ito reaguju na razliiti tip ekstrakta, a

samim tim i na pojedine komponete iz njih.
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Tabela 4.2.7. Antifungalna aktivnost razli¢itih ekstrakata analiziranih vrsta roda Peucedanum.

Testirane mikromicete

. . o T. viride A A A o C
funiculosum ochrochloron fumigatus  niger  versicolor ochraceus albicans
5 Ekstrakti (MIC/MFC u mg/ml)
g P. officinale 20/60 20/50 20/60 20/60 10.0/50 20/40 20/50 50/70
E P. longifolium 20/60 15/40 20/50 20/50 20/50 15/40 15/40 40/80
:85 aegopsdioi des 20/60 20/60 20/50 20/50 20/50 20/40 20/50 40/60
§ P. alsaticum 20/60 20/50 20/50 30/60 10.0/40 20/50 20/40 40/60
E Z P. officinale 40/60 20/30 10.0/20 20/50 40/60 10.0/20 15/20 40/70
E % g P. longifolium 40/60 20/60 20/50 20/60 30/60 20/60 20/60 50/60
S 3 P, alsaticum 30/60 20/30 20/30 20/40 20/30 10.0/30 10.0/20 50/60
% P. officinale 140/ 140/ - 160/ 120/ 120/160 120/160 140/
E P. longifolium 160/ 160/ - 160/ 160/ 120/ 120/ 160/
GEJ P. 140/ 140/ 140/160 140/ 120/ 140/160 120/140 140/
3 aegopodioides
S P. alsaticum 160/ 140/ 100/ 160/ 160/ 120/160 120/160 160/
¥g P. officinale 40/60 20/40 20/50 30/60 30/60 20/40 10.0/40 50/80
é g P. longifolium 15/30 20/30 20/40 20/50 15/30 15/20 15/20 50/70
<3 P alsaticum 15/40 15/30 15/40 20/40 15/40 15/20 10.0/20 40/60
Ketokonazol 0.2/0.5 0.5/1 2.5/3 0.2/05 25/25 0.2/0.5 1.5/2 0.2/0.5

113



Rezultati ispitivanja antimikrobnog delovanja ekstrakata (metanolni, acetonski i

vodeni) nadzemnog dela biljne vrste H. sphondylium su pokazali da oni deluju na sve

testirane sojeve mikroorganizama (Tabela 4.2.8). Najbolju aktivnost je pokazao metanolni

ekstrakt koji je na sojeve P. aeruginosa, S. enteritidis i S. aureus delovao inhibitorno u jako

niskim koncentracijama od 0.39-3.125 mg/ml, ali u prva dva slu¢aja nije bilo baktericidnog

delovanja. Acetonski ekstrakt je delovao dobro protiv L. monocytogenes (MIC=MBC=6.25
mg/ml) i B. cereus. (MIC/MBC=1.56/50.0 mg/ml). Vodeni ekstrakt je na ova dva soja, kao

i na soj E. coli delovao u koncentraciji od MIC=MBC=25.0 mg/ml, dok je protiv soja P.

aeruginosa bila aktivna najvisa koncenracija MIC=MBC=50.0 mg/ml, sto je jako znac¢ajno

s obzirom da vodeni ekstrakti retko pokazuju aktivnost.

Tabela 4.2.8. Antimikrobna aktivnost ekstrakata vrste Heracleum sphondylium.

H. sphondylium

Gram (-)
bakterije

E. coli

ATCC 25922
P. aeruginosa
ATCC 9027

S. enteritidis
ATCC 13076
Gram (+)
bakterije
Bacillus cereus
ATCC 10876
L. monocytogenes
ATCC15313
S. aureus
ATCC 25923

Kvasac

C. albicans
ATCC 10231

Ekstrakti (MIC/MBC(MFC) u mg/ml)

Referentni
antibiotik

Metanolni acE::iall'Eni Acetonski  Vodeni e l':/lfgc/:ns:vl 7
Streptomicin

25/50 nt 25/50 25/25 16.0/16.0
0.39/>50 nt 25/50 50/>50 8.0/8.0
3.125/>50 nt 12.5/50 50/>50 4.0/4.0

Hloramfenikol

25/50 nt 1.56/50 25/25 4.0/16.0
12.5/12.5 nt 6.25/6.25 25/25 8.0/16.0
1.56/25 nt 25/25 25/50 1.0/8.0
Nistatin

12.5/>50 nt 50/50 25/50 16.0/16.0

nt-nije testiran
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Rezultati antimikrobne aktivnosti ekstrakata biljne vrste Tordylium maximum su
pokazali da metanolni ekstrakt poseduje inhibitornu antimikrobnu aktivnost na sve testirane
sojeve u koncentracijama od 0.78-25.0 mg/ml, dok vodeni ekstrakt nije pokazivao
inhibitornu antimikrobnu aktivnost na testirane sojeve (Tabela 4.2.9). Za ostale ekstrakte
nije utvrdena aktivnost zbog nedostatka istih. Testirani ekstrakt je najbolje delovao na soj
Bacillus cereus sa inhibitornom koncentracijom od 1.56 mg/ml i baktericidnom
koncentracijom od 25.0 mg/ml. Osim za sojeve E. coli, B. cereus i S. aureus, svi ostali
sojevi nisu pokazali baktericidnu/fungicidnu aktivnost ¢ak i pri najveéim testiranim

koncentracijama od 50.0 mg/ml (Mateji¢ i sar., 2013).

Tabela 4.2.9. Antimikrobna aktivnost ekstrakata vrste Tordylium maximum.

. Referentni
S Ekstrakti (MIC/MBC(MFC) u mg/ml) antibiotik
Metanolni Etil- . Acetonski Vodeni MIC/MBC (MFC)
acetatni u pg/ml
Gram (-) ..
bakterije Streptomicin
E. coli
ATCC 25922 25/50 nt nt 50/>50 16.0/16.0
P. aeruginosa
ATCC 9027 0.78/>50 nt nt 50/>50 8.0/8.0
S. enteritidis
ATCC 13076 1.56/>50 nt nt 50/>50 4.0/4.0
Gram (+) .
bakterije Hloramfenikol
Bacillus cereus
ATCC 10876 1.56/25 nt nt 50/>50 4.0/16.0
L.
monocytogenes  6.25/>50 nt nt 50/>50 8.0/16.0
ATCC15313
S. aureus
ATCC 25923 3.13/25 nt nt 50/>50 1.0/8.0
Kvasac Nistatin
C. albicans 125/>50  nt nt 50/550 16.0/16.0
ATCC 10231 ' ' '

nt-nije testiran
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Svi testirani ekstrakti (osim vodenog) biljne vrste C. cristata su pokazali inhibitornu
aktivnost na sve testirane sojeve mikroorganizama u koncentracijama MIC=0.39-25.0
mg/ml. Baktericidne koncentracije su kod pojedinih sojeva mnogo vece ili nisu delovale ni
na najvise testirane koncentracije od 50.0 mg/ml. Najbolje aktivnosti su imali etil-acetatni
ekstrakti nadzemnog dela i ploda biljne vrste C. cristata, koji su na Gram (+) bakterije
delovali i inhibitorno i baktericidno u koncentarcijama 0.78-6.25 mg/ml. Ovi ekstrakti su na
soj P. aeruginosa delovali inhibitorno sa 3.125-6.25 mg/ml, medutim na ovaj soj ni najvisa
koncentracija nije delovala baktricidno. To se moze uociti i kod soja C. albicans. Nesto
slabije su delovali metanolni ekstrakti nadzemnog dela biljke i ploda koji takode u niskim
koncentracijama imaju inhibitorno delovanje. Baktericidnog delovanja je bilo, ali pri znatno
veéim koncentracijama (L. moncytogenes i S. aureus) ili je izostalo (kod svih ostalih
testiranih sojeva). Acetonski ekstrakt je, osim na soj B. cereus, delovao znatno slabije od
metanolnih i etil-acetatnih ekstrakata, ali je interesantno da je on pokazao baktericidan
koji je Cest izaziva¢ kvarenja hrane, tako da bi u bududim istrazivanjima trebalo ispitati
antimikrobno delovanje ekstrakata protiv ove bakterije u hrani kao model sistemu (Tabela
4.2.10).
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Tabela 4.2.10. Antimikrobna aktivnost ekstrakata vrste Cachrys cristata.

Gram (-)
bakterije

E. coli

ATCC 25922
P. aeruginosa
ATCC 9027

S. enteritidis
ATCC 13076
Gram (+)
bakterije
Bacillus cereus
ATCC 10876
L. monocytogenes
ATCC15313
S. aureus
ATCC 25923

Kvasac

C. albicans
ATCC 10231

0.78/>50
0.78/>50

0.78/>50

0.78/>50

12.5/12.5

0.39/12.5

6.25/>50

25/50
6.25/>50

12.5/12.5

0.78/1.56

0.78/1.56

0.78/6.25

0.78/50

25/50
0.78/>50

1.56/>50

1.56/25

6.25/>50

3.13/25

12.5/>50

25/50
3.125/>50

12.5/12.5

0.78/1.56

0.78/1.56

0.78/6.25

0.78/50

25/50

25/50

25/>50

1.56/3.125

12.5/12.5

25/50

6.25/50

>50/>50

>50/>50

>50/>50

>50/>50

>50/>50

>50/>50

>50/>50

Streptomicin
16.0/16.0
8.0/8.0
4.0/4.0
Hloramfenikol
4.0/16.0
8.0/16.0

1.0/8.0

Nistatin

16.0/16.0
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Od biljnog materijala Opopanax hispidus (nadzemnog dela, cvasti i ploda) su
napravljeni metanolni, etil-acetatni, acetonski i vodeni ekstrakti i komparativno je
ispitivana njihova antimikrobna aktivnost (Tabela 4.2.11). Pregledom dobijenih rezultata
za ekstrakte se moze uociti da nema znacajne razlike izmedu aktivnosti koju pokazuju
razli¢iti delovi nadzemnog dela biljke, osim neznatno bolje aktivnosti ekstrakata koji su
dobijeni iz cvasti. Medutim, moze se uociti znaCajna razlika izmedu razli¢itih tipova
ekstrakata u zavisnosti od upotrebljenog rastvara¢a. Metanolni ekstrakti pokazuju bolju
inhibitornu aktivnost u opsegu od 0.78 do 12.5 mg/ml (sa izuzetkom soj C. albicans na
koga su delovali slabije), ali je za baktericidnu aktivnost bila potrebna veca koncentracija u
opsegu od 12.5 do 50.0 mg/ml (metanolni ekstrakt cvasti) ili je ona izostala, naroc¢ito kod
grupe Gram (-) bakterija. S druge strane, iako etil-acetatni ekstrakti deluju nesto slabije oni
pokazuju baktericidni efekat MBC=6.25-50.0 mg/ml (narocito ekstrakt dobijen iz cvasti
koji nije delovao mikrobicidno samo na S. aureus i C. albicans). Vodeni ekstrakt nije
delovao ni na jedan ispitivan soj. Najveca razlika izmedu koncentracije koja deluje
inhibitorno (MIC=1.56-6.25 mg/ml) i baktericidno (MBC=50.0->50.0 mg/ml) je izmerena
acetatni ekstrakt dobijen iz ploda (MIC/MBC=3.125/6.25 mg/ml) i E. coli na etil-acetatni
ekstrakt dobijen iz cvasti (MIC=MBC=6.25 mg/ml).
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Tabela 4.2.11. Antimikrobna aktivnost ekstrakata vrste Opopanax hispidus.

Gram (-) .
bakterije Streptomicin
E. coli
ATCC 25922 3.125/>50 >50/>50 3.125/50 6.25/50 6.25/125 6.25/6.25 16.0/16.0
P. aeruginosa
ATCC 9027 0.78/>50 >50/>50 0.78/>50 3.125/>50 1.56/50 6.25/50 8.0/8.0
S. enteritidis
ATCC 13076 1.56/>50 >50/>50 3.125/>50 12.5/25 1.56/50 12.5/25 4.0/4.0
Gram (+) .
bakterije Hloramfenikol
Bacillus cereus
ATCC 10876 6.25/>50 >50/>50 3.125/>50 1.56/>50 3.125/12.5 1.56/50 4.0/16.0
L. monocytogenes
ATCC15313 6.25/25 >50/>50 6.25/25 3.125/6.25 6.25/125 12.5/12.5 8.0/16.0
SR 1.56/50 >50/>50 156/50  3.125/>50  156/50  6.25/>50 1.0/8.0
ATCC 25923 ' ' ' ' ' T
Kvasac Nistatin
C. albicans

6.25/50 >50/>50 6.25/50 12.5/>50 12.5/50 12.5/>50 16.0/16.0
ATCC 10231
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Kada se uporede rezultati antimikrobnog ispitivanja razli¢itih tipova ekstrakata
biljnih vrsta: Eryngium serbicum, Seseli pallasii, S. libanotis subsp. libanotis, S. libanotis
subsp. intermedium (nadzemni deo i plod), Heracleum sphondylium, Tordylium maximum,
Cachrys cristata (nadzemni deo i plod) i Opopanax hispidus (nadzemni deo, cvast i plod)
moze uociti da metanolni ekstrakti pokazuju najbolje inhibitorno dejstvo (osim kod vrste C.
cristata kod koje je najbolju aktivnost imao etil-acetatni ekstrakt) ali su baktericidne
koncentracije ili mnogo vece ili nije bila aktivna na najvisoj testiranoj koncentraciji od 50.0
mg/ml. lako su acetonski ekstrakti generalno imali najslabiju aktivnost (sa izuzetkom
vodenih ekstrakata) oni su mikrobicidno delovali u niZim koncentracijama i u testiranim
opsezima u odnosu na metanolne i etil-acetatne ekstrakte. Takode, moze se uociti da u
vecini slucajeva vodeni ekstrakt nije imao nikakvo delovanje, sa izuzetkom vodenog
ekstrakta Seseli libanotis subsp. libanotis koji je na E. coli,. B. certeus i L. monocitogenes
delovao inhibitorno u opsegu MIC od 1.56 do 25.0 mg/ml i baktericidno u koncentracijama
MBC=25.0-50.0 mg/ml. Doslo se do zakljuc¢ka da ne postoji znacajna razlika u delovanju
istih tipova ekstrakata dobijenih iz razli¢itih delova biljke (nadzemni deo, cvasti i plod).
Jedino su ekstrakati dobijeni iz cvasti vrste O. hispidus pokazali malo ja¢e dejstvo u odnosu
na ekstrakte iz drugih delove biljke. U okviru roda Seseli moze se uociti bolja aktivnost
ekstrakata S. libnotis subsp. libanotis u odnosu na ekstrakte S. pallasii. Osim toga ekstrakti
S. libnotis subsp. libanotis su takode delovala nesto bolje u odnosu na ekstrakte S. libanotis
subsp. intermedia.

Generalno, grupa Gram (+) bakterija je bila osetljivija u odnosu na grupu Gram (-)
bakterija, a naroCito dobro delovanje je zabelezeno protiv sojeva B. cereus i L.
monocytogenes koji su Cesti uzrocnici kvarenja hrane, te se ove (uglavnom zacinske) biljke

mogu Koristiti i kao prirodni konzervansi za hranu.
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4.3. Uporedna analiza antioksidativne aktivnosti

4.3.1. DPPH test

Iz potrebe da se Covek zastiti od Stetnog uticaja slobodnih radikala u periodu od oko
50 godina osmisljene su brojne metode za merenje antioksidativnog kapaciteta i procenu
efikasnosti antioksidativnih supstanci. U ovom radu koriS¢ena je metoda DPPH analize
zbog svoje jednostavnosti, brzine, osetljivosti i reproducibilnosti. Metoda ne zahteva
posebnu pripremu uzoraka, skupe reagense, skupu opremu i brojnu radnu snagu. Naravno,
postoje 1 ograni¢enja, pre svega, jer ne daje informacije o vrsti zaStienog lipidnog
supstrata, nespecifi¢na je po pitanju vrsta hvataca radikala i ima delimi¢nu korelaciju sa
ostalim metodama (Koleva i sar., 2002). DPPH je stabilan slobodni radikal sa
delokalizovanim slobodnim elektronom na azotu, tako da molekul ne formira dimere, kao
Sto bi bio slucaj sa ve¢inom drugih slobodnih radikala (Slika 4.3.1). Delokalizacija
omogucava pojavu ljubiCaste boje, sa maksimumom apsorpcije na 517 nm. Primajuci
proton od potencijalnog antioksidansa on se redukuje u hidrazin (Zute boje) pri cemu se
smanjuje intenzitet apsorpcije na 517 nm posto hidrazin ne apsorbuje na toj talasnoj duzini.
(Slika 4.3.2). Smanjenje apsorbancije na 517 nm je proporcionalno antioksidativnoj
aktivnosti date supstance. Bitan parametar pomocu koga se tumace rezultati DPPH metode
jeste "efikasna koncentracija" ili ECsp vrednost (drugacije 1Csp vrednost). DefiniSe se kao
koncentracija supstrata koja izaziva 50% gubitka DPPH aktivnosti odnosno boje (Brand-
Williams i sar., 1995; Bondet i sar., 1997).

2 @ NO >
02N N—N 0N N—N
- O -
Slika 4.3.1. Difenilpikrilhidrazil (slobodni radikal)  Slika 4.3.2. Difenilpikrilhidrazin
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U ovom delu su predstavljeni rezultati potecijalne antioksidativne aktivnosti
metanolnih, etil-acetatnih, vodenih i acetonskih ekstrakata.

U odredivanju antioksidativne aktivnosti biljnih ekstrakata znacajni Cinioci su
hemijski sastav biljnog materijala, metode ekstrakcije (prvenstveno rastvarac), geografsko
poreklo, Cuvanje materijala i procesuiranje u toku ekstrakcije (Ollanketo i sar., 2002).
Vrednost ECsp predstavlja koncentraciju antioksidanta koja je potrebna da smanji
koncentraciju DPPH radikala za 50%. Najniza ECs vrednost odgovara najvisoj slobodno
radikalskoj "sakupljackoj" aktivnosti. Rezultati antioksidativnih merenja predstavljeni su u
Tabelama 4.3.1. - 4.3.4. Za svaki uzorak postoji kalibraciona kriva, na osnovu koje je
dobijena vrednost ECs. Evidentno je da interakcija potencijalnih antioksidanasa sa DPPH

radikalom zavisi od vrste ekstrakta i koncentracije.
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Rezultati antioksidativane aktivnosti metanolnih ekstrakata koji su dobijeni iz suvog
materijala analiziranih vrsta pokazali su slede¢e vrednosti koje su se kretale u opsegu
0.460-7.825 mg/ml rastvora (Tabela. 4.3.1). Najjaci efekat je zapazen kod metanolnog
ekstrakta Seseli libanotis subsp. libanotis, a najnizi kod vrste Tordylium maximum (Grafik
4.3.1).

Grafik 4.3.1. Smanjenje apsorpcije DPPH za MeOH ekstrakt (Seseli libanotis subsp. libanotis i

Tordylium maximum).
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Gledano u okviru roda Peucedanum, najjaci efekat je zabelezen kod vrste P.
officinale, dok najslabiju aktivnost poseduje vrsta P. longifolium. U okviru roda Seseli,
najbolja antioksidativna aktivnost kako u okviru roda tako i u okviru svih ispitivanih
ekstrakata, zapaZzena je kod vrste S. libanotis subsp. libanotis, dok je najslabija aktivnost
zabelezena kod vrste S. pallasii. Kod vrste Cachrys cristata analiziran je nadzemni deo i
plod i utvrdeno je da plod ima bolju aktivnost u odnosu na nadzemni deo, dok je kod vrste
Opopanax hispidus ispitivan nadzemni deo, cvast i plod i pokazano je da cvast ima najjaci
antioksidativni efekat. Vrste Eryngium serbicum i Heracleum sphondylium poseduju sli¢ne
antioksidativne kapacitete. Za vrstu Pastinaca sativa nije bilo biljnog materijala za izradu
metanolnog ekstrakta i iz tog razloga nije ispitivana njena aktivnost. Antioksidativna
aktivnost ekstrakata je najverovatnije uslovljena sadrzajem polifenola (Tepe i sar., 2005;
Lopez, 2007).
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Tabela 4.3.1. Smanjenje apsorpcije DPPH u prisustvu metanolnih ekstrakata analiziranih biljnih

vrsta.

Konc. A (Ao-A;/A0) ECs
pg/ml 0 ! *100 mg/mi
P. officinale 31 1.076 1.056 1.86
63.3 1.076 1.046 2.90 0.470
125 1.076 0.996 7.40
250 1.076 0.892 17.10
500 1.076 0.448 58.40
800 1.076 0.129 88.01
P. longifolium 500 1.022 0.968 5.30
1000 1.022 0.885 134 4.068
2000 1.022 0.774 24.2
5000 1.022 0.392 61.6
6000 1.022 0.278 72.7
P. aegopodioides 65 1512 1.505 0.46
125 1512 1.468 2.90 1.174
250 1512 1.376 9.00
500 1.512 1.208 20.10
800 1.512 0.996 34.13
1000 1.512 0.884 41.50
P. alsaticum 63.3 1.076 1.05 2.50
125 1.076 1.032 4.09 0.947
250 1.076 0.894 16.90
800 1.076 0.637 40.80
1000 1.076 0.502 53.30
S. pallasii 500 1.459 1.344 7.90
800 1459 1.301 10.80 4.633
1000 1459 1.271 12.90
2000 0.999 0.736 26.02
5000 0.999 0.453 54.60
6000 0.999 0.357 62.70
S. libanotis subsp. libanotis 125 0.865 0.746 13.75
250 0.865 0.614 29.02 0.460
500 0.865 0.334 61.40
800 0.865 0.093 89.25
1000 0.865 0.074 91.44
S. Ilbanotl_s subsp. intermedium 250 1162 1.098 550
(nadzemni deo)
500 1.162 0.984 15.30 3.014
2000 1.018 0.667 34.40
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3000 1.018 0.512 49.70
?F.Jll(;zz)motls subsp. intermedium 500 1.146 1.061 742
800 1.146 0.997 13.00 4.443
1000 1.146 0.965 15.80
2000 1.021 0.806 21.05
5000 1.021 0.451 55.80
6000 1.021 0.336 67.09
C. cristata (nadzemni deo) 1000 1.137 0.959 15.60
1500 1.137 0.904 20.50 4.058
2000 1.018 0.757 25.60
3000 1.018 0.597 41.30
5000 1.018 0.413 59.40
C. cristata (plod) 125 1.073 1.056 1.58
250 1.073 1.032 3.90 3.347
500 1.073 0.965 10.06
800 1.073 0.916 14.63
1000 1.073 0.868 19.10
2000 1.073 0.706 34.20
3000 1.262 0.734 41.80
O. hispidus (nadzemni deo) 800 1.108 0.97 12.45
1000 1.108 0.938 15.35 4.280
2000 1.132 0.834 26.30
5000 1.132 0.47 58.40
6000 1.132 0.367 67.50
O. hispidus (cvast) 125 1.145 1.099 4.02
250 1.145 1.02 10.92 1.157
500 1.145 0.925 20.00
800 1.145 0.756 33.97
1000 1.145 0.647 43.49
O. hispidus (plod) 125 1.154 1.133 1.80
250 1.154 1.103 4.42 2.661
500 1.154 1.032 10.57
800 1.154 0.96 16.81
1000 1.154 0.925 19.84
2000 1.154 0.729 36.80
E. serbicum 500 1.099 0.938 14.60
800 1.099 0.83 24.50 2.062
1000 1.099 0.771 29.80
2000 1.099 0.574 47.70
H. sphondylium 500 1.212 1.118 7.75
800 1.212 1.077 11.14 2.504
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1000 1.212 1.021 15.76
2000 1.212 0.782 35.40
3000 1.212 0.444 63.30
T. maximum 1000 1.262 1.174 6.90
3500 1.262 0.939 25.50 7.825
5500 1.262 0.822 34.80
7500 1.262 0.659 47.78
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Smanjenje apsorpcije DPPH u prisustvu etil-acetatnih ekstrakata predstavljeno je u
Tabeli 4.3.2. Prema dobijenim rezultatima moze se uociti da su EtOAc ekstrakti bili
najslabiji u odnosu na aktivnost ostalih ekstrakata. Njihova ECsg se kretala od 2.550 mg/ml
za Peucedanum alsaticum do 25.276 mg/ml rastvora za Seseli pallasii (Grafik 4.3.2).

Grafik 4.3.2. Smanjenje apsorpcije DPPH za EtOAc ekstrakt (Peucedanum alsaticum i Seseli

pallasii).
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U okviru roda Peucedanum, najjaci efekat je zabelezen kod vrste P. alsaticum, §to
je ujedno i najbolja aktivnost u odnosu na sve ostale ekstrakte, dok najslabiju aktivnost
poseduje vrsta P. longifolium. Zbog intenzivne boje koju je imao rastvor etil-acetatnog
ekstrakta P. officinale ni u najnizim koncentracijama nije bilo moguce izmeriti DPPH
vrdnost .U okviru roda Seseli, samo za vrste S. pallasii i S. libanotis subsp. libanotis, je bilo
moguce odrediti ECsg, dok za plod i nadzemni deo vrste S. libanotis subsp. intermedium
nije bilo dovoljne koli¢ine ekstrakta. Kod vrste C. cristata analiziran je nadzemni deo i plod
1 utvrdeno je da nadzemni deo ima bolju aktivnost u odnosu na plod, dok je kod vrste O.
hispidus ispitivan nadzemni deo, cvast i plod i pokazano je da cvast ima najjaci
antioksidativni efekat. Vrste E. serbicum i H. sphondylium poseduju jako slab
antioksidativni kapacitet. Etil-acetatni ekstrakt vrste T. maximum je takode pokazivao

preveliku ECso vrednost, tako da njegova vrednost nije uzeta u razmatranje. Za vrstu P.

127



sativa nije bilo biljnog materijala za izradu metanolnog ekstrakta i iz tog razloga nije

ispitivana njena aktivnost. Etil-acetat je rastvara¢ sa manjom polarno$éu (najniza

dielektricna konstanta) u odnosu na vodu, metanol i aceton §to potvrduju i rezultati da ovi

ekstrakti nisu imali znac¢ajniji efekat u smanjenju apsorpcije.

Tabela 4.3.2. Smanjenje apsorpcije DPPH u prisustvu etil-acetatnih ekstrakata analiziranih biljnih

vrsta.

Konc. A (Ao-A1/A0) ECso
ug/ml 0 ! *100 mg/ml
P. officinale _ _ _ _ _
P. longifolium 500 1.032 0.994 3.68
1000 1.032 0.945 8.40 14.804
1500 1.032 0.922 10.65
2000 1.032 0.899 12.88
3000 1.032 0.875 15.20
5000 1.032 0.825 20.05
6000 1.032 0.802 22.28
P. aegopodioides 500 0.997 0.894 10.33
1000 0.997 0.83 16.70 4.942
1500 0.997 0.774 22.36
2000 0.997 0.704 29.38
3000 0.997 0.649 34.90
5000 0.997 0.512 48.60
P. alsaticum 500 1.177 1.049 10.87
1000 1.121 0.817 27.10 2.550
1500 1.177 0.779 33.80
2500 1.177 0.592 49.70
3500 1.121 0.394 64.80
S. pallasii 1000 1.144 1.105 3.40
3000 1.144 1.041 9.00 25.276
5000 1.144 1.003 12.30
6000 1.144 0.986 13.80
7000 1.144 0.964 15.73
8000 1.144 0.952 16.80
9000 1.144 0.912 20.27
S. libanotis subsp. libanotis 500 1.137 1.097 3.50
1000 1.137 1.048 7.80 13.640
1500 1.137 1.025 9.85
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2000 1.137 0.994 12.57
3000 1.137 0.957 15.80
5000 1.137 0.887 21.98
6000 1.137 0.55 24.80
9000 1.137 0.78 33.30
C. cristata (nadzemni deo) 2000 1.103 0.926 16.04
5000 1.103 0.77 30.19 9.743
6000 1.103 0.714 35.26
8000 1.103 0.629 42.90
9000 1.103 0.599 45.60
C. cristata (plod) 2000 1.138 1.037 8.87
5000 1.138 0.936 17.75 17.621
6000 1.138 0.905 20.47
8000 1.138 0.859 24.50
9000 1.138 0.826 27.40
O. hispidus (nadzemni deo) 2000 1.313 1.009 23.15
5000 1.313 0.794 39.52 7.284
8000 1.313 0.612 53.38
9000 1.313 0.548 58.26
O. hispidus (cvast) 500 1.39 1.169 15.80
1000 1.39 1.079 22.37 3.167
2000 0.981 0.609 37.90
5000 0.981 0.274 72.06
O. hispidus (plod) 1000 1.213 0.999 17.60
2000 1.213 0.868 28.44 5.011
5000 1.213 0.6 50.53
6000 1.213 0.524 56.80
E. serbicum 500 1.02 0.968 5.09
1000 1.02 0.929 8.90 10.376
1500 1.02 0.896 12.15
2000 1.02 0.872 14.50
3000 1.02 0.839 17.70
5000 1.02 0.777 23.80
6000 1.02 0.69 32.35
H. sphondylium 1000 1.248 1.21 3.04
1500 1.248 1.195 4.24 24.164
3000 1.248 1.145 8.25
5000 1.248 1.09 12.66
6000 1.248 1.074 13.90

T. maximum
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Vodeni ekstrakti dobijeni iz suvog biljnog materijala postupkom liofilizacije
testirani su DPPH metodom. Prema rezultatima iz Tabele 4.3.3. mozZe se zapaziti da su
vrednosti antioksidativnog potencijala u intervalu od 0.309-4.912 mg/ml rastvora. Najbolja
aktivnost postignuta je kod vrste P. officinale, dok najslabiju aktivnost pokazuje vrsta P.
longifolium, kako u okviru roda Peucedanum tako i u odnosu na sve ostale ekstrakte
(Grafik 4.3.3). U okviru roda Seseli, najbolja antioksidativna aktivnost zabeleZena je kod
vrste S. libanotis subsp. libanotis, dok je najslabija aktivnost zabeleZzena kod vrste S.
pallasii. Vodeni ekstrakt nadzemnog dela S. libanotis subsp. intermedium nije ispitivan
usled nedostatka biljnog materijala. Kod vrste C. cristata analiziran je samo plod, dok je
kod vrste O. hispidus ispitivan nadzemni deo. Za vrstu P. sativa nije bilo biljnog materijala
za izradu metanolnog ekstrakta i iz tog razloga nije ispitivana njena aktivnost. ECs za E.
serbicum je bila 1.247 mg/ml, H. sphondylium 3.759 mg/ml, dok je ECso za T. maximum
4.043 mg/ml.

Grafik 4.3.3. Smanjenje apsorpcije DPPH za vodene ekstrakte vrsta Peucedanum officinale i P.

longifolium).
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Tabela 4.3.3. Smanjenje apsorpcije DPPH u prisustvu vodenih ekstrakata analiziranih biljnih vrsta.

Konc. Ay A, (Ao-A;/A0) ECso
pg/mi *100 mg/mi

P. officinale 65 1.115 1.028 7.80
125 1.115 0.86 22.80 0.309

250 1.115 0.648 41.80

300 1.115 0.59 47.08

350 1.115 0.49 56.40

P. longifolium 2000 1.388 1.063 23.41
5000 1.388 0.653 52.90 4912

6000 1.388 0.565 59.29

8000 1.388 0.329 76.29

P. aegopodioides 250 1487 1314 11.60
500 1.487 1.135 23.67 1.360

700 1.487 1.049 29.40

1000 1.487 0.896 39.74

1500 1.487 0.67 54.90

2000 1.487 0.455 69.40

P. alsaticum 250 1354 11 18.21
500 1.354 0.763 43.64 0.613

700 1.354 0.545 59.74

1000 1.354 0.293 78.36

S. pallasii 500 1.012 0.943 6.81
800 1.012 0.907 10.37 4.268

1000 1.012 0.87 14.03

2000 1.012 0.758 25.09

3000 1.012 0.626 38.14

4000 1.012 0.52 48.61

5000 1.012 0.45 55.53

S. libanotis subsp. libanotis 125 1.016 0.857 15.67
250 1.016 0.742 26.90 0.492

350 1.016 0.613 39.66

500 1.016 0.507 50.09

600 1.016 04 60.62

700 1.016 0.325 68.01

S. libanotis subsp. intermedium 500 1.062 0847 20.24

(plod)
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700 1.062 0.776 26.90 1.500
1000 1.062 0.67 36.91
1500 1.062 0.52 51.03
2000 1.062 0.39 63.27
C. cristata (plod) 500 1.069 0.916 14.31
700 1.069 0.821 23.19 1.784
1000 1.069 0.765 28.43
1500 1.069 0.59 44.80
2000 1.069 0.462 56.78
2500 1.069 0.354 66.88
O. hispidus (nadzemni deo) 800 1.108 0.97 12.45
1000 1.108 0.938 15.35 4.280
2000 1.132 0.834 26.30
5000 1.132 0.47 58.40
6000 1.132 0.367 67.50
E. serbicum 350 1.052 0.836 20.50
500 1.052 0.798 24.14 1.247
700 1.052 0.731 30.51
1000 1.052 0.592 43.70
1500 1.052 0.422 59.88
2000 1.052 0.278 73.57
H. sphondylium 700 1549 1.36 12.20
1000 1.549 1.292 16.59 3.759
1500 1.549 1.161 25.05
2000 1549 1.076 30.53
3000 1.549 0.875 43,51
4000 1549 0.771 50.22
5000 1.549 0.547 64.68
T. maximum 1000 1.057 0.875 17.21
1500 1.057 0.784 25.80 4.043
2000 1.057 0.741 29.89
3000 1.057 0.61 42,51
4000 1.057 0.522 50.61
5000 1.057 0.453 57.14
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Antioksidativana aktivnost acetonskih ekstrakata koji su dobijeni iz suvog biljnog
materijala analiziranih vrsta se kretala u opsegu od 0.543 do 15.043 mg/ml rastvora. Najjaci
efekat je zapazen kod acetonskog ekstrakta vrste P. officinale, a najnizi kod ekstrakta ploda
vrste C. cristata (Tabela. 4.3.4, Grafik 4.3.4). Gledano u okviru roda Peucedanum, najjaci
efekat je zabelezen kod vrste P. officinale, koji ujedno ima i najbolju aktivnost u odnosu na
sve ekstrakte, dok najslabiju aktivnost poseduje vrsta P. longifolium. U okviru roda Seseli,
najbolja antioksidativna aktivnost zapazena je kod vrste S. libanotis subsp. libanotis, dok je
najslabija aktivnost zabeleZena u ekstraktu ploda vrste S. libanotis subsp. intermedium.
Nadzemni deo vrste S. libanotis subsp. intermedium nije ispitivan usled nedostetka biljnog
materijala. Kod vrste C. cristata analiziran je nadzemni deo i plod i utvrdeno je da plod ima
najslabiju aktivnost u odnosu na sve ispitivane ekstrakte, dok je kod vrste O. hispidus
ispitivan samo nadzemni deo, zbog nedostatka materijala. ECs, za E. serbicum je bila 1.838
mg/ml, dok je za vrstu H. sphondylium 3.518 mg/ml. Za vrste T. maximum i P. sativa nije
bilo biljnog materijala za izradu acetonskih ekstrakta i iz tog razloga nije ispitivana njihova

aktivnost.

Grafik 4.3.4. Smanjenje apsorpcije DPPH za acetonske ekstrakte vrsta Peucedanum officinale i

Cachrys cristata.
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Tabela 4.3.4. Smanjenje apsorpcije DPPH u prisustvu acetonskih ekstrakata analiziranih biljnih

vrsta.

Konc. Ay A, (Ao-Al/A0) ECs
pg/mi *100 mg/ml
P. officinale 125 1.206 1.072 11.10
250 1.206 0.897 25.60 0.543
350 1.206 0.799 33.74
500 1.206 0.635 47.34
700 1.206 0.399 66.90
1000 1.206 0.16 86.73
P. longifolium 2000 1.065 0.9 15.49
3500 1.065 0.83 22.06 11.057
5000 1.065 0.783 26.47
6500 1.065 0.723 32.11
8500 1.065 0.65 38.96
9500 1.065 0.58 45.53
P. aegopodioides 500 1.337 0.984 26.40
700 1.337 0.853 36.20 1.134
1000 1.337 0.7 47.60
2000 1.337 0.292 78.16
P. alsaticum 250 1.076 0.932 13.38
500 1.076 0.801 25.50 1.198
700 1076 0.7 34.90
1000 1.076 0.575 46.50
1500 1.076 0.434 59.66
2000 1.076 0.253 76.48
S. pallasii 3000 11 0.783 28.80
5000 1.1 0.643 41.50 7.138
6500 1.1 0.565 48.63
8500 1.1 0.497 54.81
S. libanotis subsp. libanotis 1000 1.12 0.892 20.35
2000 1.12 0.732 34.64 3.585
3000 1.12 0.615 45.08
5000 1.12 0.402 64.10
S. libanotis subsp. intermedium (plod) 2000 1.134 1.029 9.20
4000 1.134 0.899 20.70 9.96
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6000 1.134 0.803 29.18
8000 1.134 0.701 38.10
9000 1.134 0.603 46.80
C. cristata (nadzemni deo) 2000 1.148 0.927 19.25
4000 1.148 0.832 27.50 9.605
5000 1.148 0.769 33.01
8000 1.297 0.726 44.02
9000 1.297 0.69 46.80
C. cristata (plod) 5000 1.361 1.052 22.70
7000 1.361 0.978 28.14 15.043
8000 1.361 0.939 31.00
9000 1.361 0.904 33.50
O. hispidus (nadzemni deo) 1000 1.038 0.895 13.70
2000 1.038 0.793 23.60 4,997
3000 1.038 0.692 33.30
4000 1.038 0.591 43.06
5000 1.038 0.506 51.25
6000 1.038 0.452 56.45
E. serbicum 500 0.98 0.827 15.61
700 0.98 0.751 23.36 1.838
1000 0.98 0.669 31.70
1500 0.98 0.562 42.65
2000 0.98 0.464 52.63
H. sphondylium 1000 1.236 1.016 17.79
2000 1.236 0.825 33.25 3.518
3000 1.236 0.674 45.46
4000 1.236 0.567 54.12
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Kao kontrola za utvrdivanje antioksidativne aktivnosti u paralelnim eksperimentima
su kori$¢eni dobro poznati antioksidansi BHA (3-tert-butil-4-hidroksianizol) i vitamin C.
Rezultati antioksidativne aktivnosti komercijalnih antioksidanasa se vide na Grafiku 4.3.5.
Dobijene vrednosti na osnovu kalibracionih kriva ECsy 0.093 mg/ml za BHA i 0.054 mg/ml

za vitamin C. Vitamin C se pokazao kao jac¢i antioksidans u odnosu na BHA.

Grafik 4.3.5. Smanjenje apsorpcije DPPH za vitamin C i BHA.
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Najjaci antioksidativni kapacitet od svih testiranih uzoraka imao je vodeni ekstrakt
biljne vrste Peucedanum officinale ¢ija je ECsp vrednost iznosila 0.309 mg/ml (Tabela
4.3.3). Poredenje rezultata dobijenih u ovom radu sa radovima drugih autora nije bilo
moguce ili je jako oskudno iz razloga Sto su ovakve analize na datim biljnim vrstama prvi
put testirane.

Posmatrajuci na nivou vrste, P. officinale ima najbolju antioksidativnu aktivnost (za
ovu vrstu moze da se kaze da ima i najbolju aktivnost u odnosu na ostale vrste), zatim P.
alsatikum i P. aegopodioides, dok najslabiju antioksidativnu aktivnost poseduje P.
longifolium. Vodeni, metanolni i acetonski ekstrakti pokazali su priblizno isti
antioksidativni kapacitet, dok etil-acetatni ekstrakti znatno odstupaju sa svojim vrednostima
(Grafik 4.3.6).
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Grafik 4.3.6. Uporedni pregled antioksidativne aktivnosti vrta roda Peucedanum izrazene preko

ECso (mg/ml).
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4.3.2. ABTS test

U radu je pored DPPH metode, za utvrdivanje antioksidativne aktivnosti, koriS¢ena
i ABTS metoda. Obe metode su odgovorne za prikupljanje slobodnih radikala, jer su
njihovi mehanizmi delovanja slicni. ABTS se dobro rastvara kako u vodi tako i u
organskim rastvara¢ima i reaguje relativno brzo. Kada biljke sadrze antocijanine DPPH
metod nije dovoljno precizan, §to nije slucaj sa ABTS testom, narocito kada se apsorpcija
meri na 734 nm (Arnao, 2000). Antioksidativna aktivnost u uzorcima izraZzava se U
ekvivalentima vitamina C (VitC, mg vitamina C po ) (Grafik 4.3.7) i dobija se tako §to su
koncentracije dobijene na osnovu kalibracione krive vitamina C pomnozene sa faktorom

razblazenja.

Grafik 4.3.7. Kalibraciona kriva standarda vitamina C.
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Antioksidativna aktivnost metanolnih ekstrakata koji su radeni u ovom radu krece
se u opsegu od 1.87 do 3.35 mg VitC/I (Tabela 4.3.5). Najbolju antioksidativnu aktivnost,
kako u okviru roda, tako i u odnosu na sve ekstrakte, poseduje metanolni ekstrakt vrste
Peucedanum officinale (koncentracija ovog ekstrakta je 1 mg/ml), dok najslabiju aktivnost
ima P. aegopodioides sa koncentracijom od 1 mg/ml. U okviru roda Seseli, najbolja

antioksidativna aktivnost zabelezena je kod vrste S. pallasii, s tim $to je koncentracija ovog
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ekstrakta bila 3 mg/ml, dok je najslabiji bio ekstrakt vrste S. libanotis subsp. libanotis sa
koncentracijom ekstrakta od 1 mg/ml. Nadzemni deo i plod vrste S. libanotis subsp.
intermedium imali su skoro istu vrednost (oba ekstrakta su radena sa koncentracijom od 2
mg/ml). Nadzemni deo vrste Cachrys cristata je pokazao bolju aktivnost u odnosu na plod
ali je i raden sa vecom koncentracijom ekstrakta (od 3 mg/ml). Kod vrste Opopanax
hispidus, najbolju antioksidativnu aktivnost ima metanolni ekstrakt cvasti, pri koncentraciji
od 1.5 mg/ml, dok je najslabiji efekat ima ekstrakt nadzemnog dela. Vrste Eryngium
serbicum i Heracleum sphondylium i u okviru ovog testa pokazuju skoro istu
antioksidativnu vrednost (koncentracije oba ekstrakta bile su 2 mg/ml). Vrsta Tordylium
maximum ima jako slabu antioksidativnu vrednost i iz tog razloga je koncentracija ovog
ekstrakta bila 5 mg/ml. Za vrstu Pastinaca sativa nije bilo biljnog materijala za izradu
metanolnog ekstrakta i iz tog razloga nije ispitivana njena aktivnost.

Antioksidativna aktivnos etil-acetatnih ekstrakata kretala se u opsegu od 0.76 do
2.92 mg VitC/I (Tabela 4.3.5). Svi ekstrakti su radeni sa koncentracijom od 5 mg/ml, jer
generalno gledano etil-acetatni ekstrakti imaju najslabiji antioksidativni kapacitet u odnosu
na sve ostale, S§to je 1 vezano za polarnost ovog rastvaraca. Najbolja antioksidativna
aktivnost, kako u okviru roda tako i u odnosu na ostale ekstrakte zabelezena je kod vrste P.
alsaticum, dok najslabiju aktivnost ima T. maximum. Najslabiju aktivnost u okviru roda
Peucedanum imala je vrsta P. longifolium, dok za vrstu P. aegopodioides nije bilo dovoljno
etil-acetatnog ekstrakta za analizu. U okviru roda Seseli bolju antioksidativnu aktivnost
imala je vrsta S. libanotis subsp. libanotis u odnosu na S. pallasii, dok za analizu
nadzemnogi dela i ploda vrste S. libanotis subsp. intermedium nije bilo dovoljno ekstrakta.
Nadzemni deo vrste C. cristata je pokazao bolju aktivnost u odnosu na plod. Kod vrste O.
hispidus rezultati su pokazali da cvast ima bolju antioksidativnu aktivnost u odnosu na
plod, dok za nadzemni deo nije bilo dovoljno ekstrakta za analizu. Vrste E. serbicum i H.
sphondylium i u okviru ovog testa pokazuju slicne antioksidativnu vrednost. Za vrstu P.
sativa nije bilo biljnog materijala za izradu etil-acetatnog ekstrakta i iz tog razloga nije
ispitivana njena aktivnost.

Antioksidativna aktivnost vodenih ekstrakata koji su radeni u ovom radu krece se u

opsegu od 2.15 do 3.36 mg VitC/l (Tabela 4.3.5). Najbolju antioksidativnu aktivnost
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poseduje vodeni ekstrakt vrste E. serbicum (koncentracija ovog ekstrakta je 2 mg/ml), dok
najslabiju aktivnost ima P. longifolium sa koncentracijom takode od 2 mg/ml. Posmatrajuci
rod Peucedanum, najjaca antioksidativna aktivnost zabeleZena je kod vrste P. officinale
(koncentracija ekstrakta od 1 mg/ml). U okviru roda Seseli, najbolja aktivnost zabeleZena je
u ekstraktu ploda vrste S. libanotis subsp. intermedium (koncentracija ovog ekstrakta bila je
2 mg/ml), dok je najslabiji bio ekstrakt vrste S. libanotis subsp. libanotis sa koncentracijom
ekstrakta od 1 mg/ml. Nadzemni deo S. libanotis subsp. intermedium nije raden usled
nedostatka biljnog materijala. Ekstrakt nadzemnog dela vrste O. hispidus (koncentracija
ekstrakta 3 mg/ml) ima slabiju antioksidativnu aktivnost od ekstrakta ploda vrste C. cristata
(koncentracija ekstrakta 2 mg/ml). Za ostale analize u okviru ova dva roda nije bilo
dovoljno materijala. Vrsta H. sphondylium (koncentracija ekstrakta bila je 2 mg/ml) ima
mnogo bolju antioksidativnu aktivnost od vrste T. maximu sa koncentracijom ekstrakta od 3
mg/ml. Za vrstu P. sativa nije bilo biljnog materijala za izradu vodenog ekstrakta i iz tog
razloga nije ispitivana njena aktivnost.

Za acetonske ekstrakte antioksidativna aktivnost kretala se u opsegu od 1.24 do 3.73
mg VitC/l (Tabela 4.3.5). Najbolju antioksidativnu aktivnost, gledano kako u okviru roda
tako i u odnosu na sve ekstrakte, poseduje acetonski ekstrakt vrste P. officinale
(koncentracija ovog ekstrakta je 1 mg/ml), dok najslabiju aktivnost ima S. libanotis subsp.
libanotis sa koncentracijom takode od 1 mg/ml. Posmatraju¢i rod Peucedanum, najslabija
aktivnost zabelezena je kod vrste P. longifolium (koncentracija ekstrakta bila je 2 mg/ml).
U okviru roda Seseli, najbolja antioksidativnu aktivnost poseduje ekstrakt ploda vrste S.
libanotis subsp. intermedium s tim $to je koncentracija ovog ekstrakta bila 2 mg/ml. Za
izradu ekstrakta nadzemnog dela ove biljke nije bilo dovoljno biljnog materijala. Nadzemni
deo vrste C. cristata je pokazao bolju aktivnos u odnosu na plod, ali je i raden sa veCom
koncentracijom ekstrakta od 3 mg/ml. Za vrstu O. hispidus nije bilo dovoljno ekstrakta za
ovu analizu. Vrste E. serbicum i H. sphondylium i u okviru ovog testa pokazuju sli¢nu
antioksidativnu vrednost (koncentracije oba ekstrakta bile su 2 mg/ml). Acetonski ekstrakt
vrste T. maximum je bio u malom prinosu, tako da nije bilo dovoljno za ABTS test. Za vrstu
P. sativa nije bilo biljnog materijala za izradu acetonskog ekstrakta i iz tog razloga nije

ispitivana njena aktivnost.
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Kao kontrola za utvrdivanje antioksidativne aktivnosti u paralelnim eksperimentima
je koris¢éen BHA (3-tert-butil-4-hidroksianizol). Rezultat antioksidativne aktivnosti
komercijalnog antioksidanta je vrednosti dobijene na osnovu kalibracione krive i za BHA
iznosi 2.66 mg VitC/l (za koncentraciju BHA uzeta je vrednost od 0.1 mg/ml).

Najjaci antioksidativni kapacitet od svih testiranih uzoraka, koris¢enjem ABTS
testa, imao je acetonski ekstrakt biljne vrste Peucedanum officinale ¢ija je vrednost iznosila
3.73 mg VitC/I (Tabela 4.3.5, Grafik 4.3.8). Poredenje rezultata dobijenih u ovom radu sa
radovima drugih autora nije bilo moguce, jer su ovakve analize na datim biljnim vrstama

prvi put radene.

Grafik 4.3.8. Uporedni pregled antioksidativne aktivnosti (ABTS test) vrta roda Peucedanum

izrazene preko ekvivalenta vitamina C.
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Tabela 4.3.5. Odredivanje antioksidativne aktivnosti pomo¢u ABTS-a u metanolnim, etil-

acetatnim, acetonskim i vodenim ekstraktima analiziranih biljnih vrsta.

Konc. ABTS test
(mg/ml) (734nm)

Metanol_nl Peucedanum officinale 1 3.35+0.012
ekstrakti

P. longifolium 2 1.90+0.004

P. aegopodioides 1 1.87+0.016

P. alsaticum 1 1.91+0.003

Seseli pallasii 3 2.20£0.009

S. libanotis subsp. libanotis 1 1.94+0.019

S. libanotis subsp. intermedium 2 2.04+0.006

S. libanotis subsp. intermedium (plod) 2 2.06+0.008

Cachrys cristata 3 2.75%£0.016

C. cristata (plod) 2 2.23+0.023

Opopanax hispidus 3 2.15+£0.016

O. hispidus (cvast) 1.5 3.14+0.006

O. hispidus (plod) 2 2.631£0.015

Eryngium serbicum 2 2.34+0.023

Heracleum sphondylium 2 2.35+£0.007

Tordylium maximum 5 2.48+0.010

Etil-acetatni o ehicinale 5 2.39+0.003
ekstrakti

P. longifolium 5 2.00+0.009

P. alsaticum 5 2.92+0.016

S. pallasii 5 0.831£0.011

S. libanotis subsp. libanotis 5 1.20+0.016

C. cristata 5 1.91+0.004

C. cristata (plod) 5 1.01+0.017

O. hispidus (cvast) 5 2.90+0.004

O. hispidus (plod) 5 1.78+0.005

E. serbicum 5 1.63+0.006

H. sphondylium 5 1.16£0.001

T. maximum 5 0.76+0.001

voden P. officinale 1 3.160.000

P. longifolium 2 2.15+0.001

P. aegopodioides 1 2.27+0.013

P. alsaticum 1 2.54+0.003
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S. pallasii 3 2.71+£0.038
S. libanotis subsp. libanotis 1 2.51+0.031
S. libanotis subsp. intermedium (plod) 2 3.14+0.013
C. cristata (plod) 2 2.751£0.011
O. hispidus 3 2.37+£0.017
E. serbicum 2 3.36+0.007
H. sphondylium 2 3.13+0.000
T. maximum 3 2.78+0.010
£ cetonext P. officinale 1 3.73+0.005
P. longifolium 2 1.28+0.011
P. alsaticum 1 1.70+0.024
S. pallasii 3 2.23+£0.024
S. libanotis subsp. libanotis 1 1.24+0.002
S. libanotis subsp. intermedium (plod) 2 2.34+0.020
C. cristata 3 3.42+0.005
C. cristata (plod) 2 2.30£0.003
E. serbicum 2 2.44+0.011
H. sphondylium 2 2.92+0.007
BHA 0.1 2.66+0.005
Vitamin C 0.1

Za sve vrednosti u tabeli racunata je srednja vrednost za tri ponavljanja + standardna devijacija.
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4.3.3. Odredivanje sadrzaja polifenola

Polifenoli pripadaju viSoj klasi sekundarnih metabolita. NajceS¢e se rastvaraju u
vodi i zato se Cesto javljaju u kombinaciji kao glikozidi i obi¢no su smeSteni u celijskoj
vakuoli. Polifenoli su antioksidansi sa redoks sposobnostima, koje im omogucavaju da se
ponasaju kao redukovajuci agensi, donori vodonika i hvataci slobodnog kiseonika. Takode,
poseduju metal heliraju¢e sposobnosti (Proestos i sar.,, 2005). U novije vreme se
preporucuje koriSéenje ovih supstanci kao potencijalnih konzervanasa, kako bi se
redukovala upotreba sintetiCkih antioksidanasa (Proestos i sar., 2005). Polifenolna
jedinjenja su nadena u mnogim biljkama, ali njihova koncentracija i hemijske forme zavise
od biljnog izvora. Najzastupljenije polifenolne grupe su fenolne kiseline i flavonoidi
ukljuéujuci flavonole, flavon-3-ole, flavanone, flavone, antocijanidine, izoflavone i derivate
stilbena. Fenolne kiseline koje se javljaju u razli¢itom voéu i povréu sadrze
hidroksicinaminske kiseline (na primer, p-kumarinsku, ferulinsku i kafeinsku kiselinu). One
se vezuju za druga jedinjenja (na primer Kininsku ili cis-tatarinsku kiselinu) gradeci
razli¢ite grupe derivata, od kojih su najproucavanije hlorogenske kiseline (Pepetti i sar.,
2008). Tecna hromatografija-masena spektromertija (LC-MS) je savremena metoda za
kvalitativnu identifikaciju polifenolnih jedinjenja. Ova metoda je koriS¢ena za identifikaciju
fenolnih kiselina iz razli¢itih izvora (hrane, kafe, jagoda, suvih §ljiva i voénih sokova)
(Pepetti i sar., 2008).

Derivati  kafeinske  kiseline  poseduju  antioksidativha,  antimutagena,
antiinflamatorna, antimikrobna i hepatoprotektivna svojstva. Ruzmarinska kiselina
poseduje antiviralnu, antibakterijsku, antioksidativnu, antiinflamatornu i
imunostimuliraju¢u aktivnost (Zgoérka i Glowniak, 2001). Takode, ona poseduje i
antitrombinska, antialergijska, antiviralna svojstva protiv herpes simpleks virusa i HIV-a,
koristi se i u kozmetickim preparatima protiv bora (Lu i Foo, 2001; Lu i Foo, 2002; Fecka i
Turek, 2008).

Analiza ukupnih fenolnih jedinjenja pomocu Folin-Ciocalteu reagensa je najcesce
kori§¢ena metoda za merenje sadrzaja polifenola u biljnom materijalu (Singleton i Rossi,

1965). Ova analiza je bazirana na reakciji transfera elektrona i zapravo meri redukujuéi
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kapacitet uzoraka (Prior i sar., 2005; Huang i sar., 2005). U novije vreme se Kkoristi kao
rutinska metoda za grubu procenu antioksidativnog kapaciteta uzoraka hrane (Roginsky i
Lissi, 2005). Folinov reagens sa polifenolima u blago baznoj sredini (natrijum-
hidrogenkarbonat) daje kompleks tamno plave boje c¢ija se apsorbancija meri na
spektrofotometru na talasnoj duzini 740 nm. Koncentracija ukupnih polifenola u uzorcima
izrazava se u ekvivalentima galne kiseline (GAE, mg galne kiseline po 1) (Grafik 4.3.9) i
dobija se tako $to su koncentracije dobijene na osnovu kalibracione krive galne kiseline

pomnozene sa faktorom razblazenja.

Grafik 4.3.9. Kalibraciona kriva standarda galne kiseline.
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Na osnovu dobijenih rezultata utvrdeno je da se ukupna koli¢ina polifenola u
metanolnim ekstraktima kretala u opsegu od 52.18 do 100.61 mg GAE/l. Najveca
zastupljenost polifenola, kako u okviru roda tako i u odnosu na sve ekstrakte, je u
metanolnom ekstraktu Peucedanum officinale, a najmanja u ekstraktu vrste P.
aegopodioides (Tabela 4.3.6). U okviru roda Seseli, najvec¢u koli¢inu fenola sadrzi ekstrakt
nadzemnog dela vrste S. libanotis subsp. intermedium s tim Sto je koncentracija ovog
ekstrakta bila 2 mg/ml, dok je najslabiji bio ekstrakt ploda vrste S. libanotis subsp.
intermedium sa koncentracijom ekstrakta takode od 2 mg/ml. Nadzemni deo vrste Cachrys
cristata je pokazao vecu koli¢inu fenola u odnosu na plod, ali je i raden sa vecom

koncentracijom ekstrakta od 3 mg/ml. Kod vrste Opopanax hispidus, rezultati su pokazali
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da bez obzira na to Sto je cvast radena sa najmanjom koncentracijom od 1.5 mg/ml ima
najvecu koli¢inu fenola, dok nadzemni deo (koncentracija ovog ekstrakta je najveca i iznosi
3 mg/ml) poseduje najslabiju aktivnost. Vrste Eryngium serbicum i Heracleum
sphondylium i u okviru ovog testa pokazuju priblizne vrednosti za polifenole (koncentracije
oba ekstrakta bile su 2 mg/ml). Vrsta Tordylium maximum ima jako slabu antioksidativnu
vrednost 1 iz tog razloga je koncentracija ovog ekstrakta bila 5 mg/ml, analogno tome sadrzi
i malu koli¢inu polifenola. Za vrstu Pastinaca sativa nije bilo biljnog materijala za izradu
metanolnog ekstrakta i iz tog razloga nije ispitivana ukupna koli¢ina fenola. Vecina
dobijenih rezultata za fenole se u potpunosti poklapaja sa rezultatima dobijenim za
antioksidativnu aktivnus koriste¢i ABTS test. Iz ovoga moZemo zakljuciti da
antioksidativna aktivnost direktno zavisi od sadrzaja polifenola.

U okviru etil-acetatnih ekstrakata sadrzaj polifenola se kretao u opsegu od 22.60 do
99.78 mg GAE/I (Tabela 4.3.6). Svi ekstrakti su radeni sa koncentracijom od 5 mg/ml, jer
generalno gledano etil-acetatni ekstrakti imaju najslabiji antioksidativni kapacitet, pa tako i
najmanju koli¢inu polifenola. Najveca koli¢ina fenola, kako u oviru roda tako i u odnosu na
ostale ekstrakte, zabeleZzena je kod vrste P. alsaticum, dok najmanje fenola poseduje
ekstrakt ploda C. cristata. Najmanju koli¢inu fenola u okviru roda Peucedanum imala je
vrsta P. longifolium, dok za vrstu P. aegopodioides nije bilo dovoljno etil-acetatnog
ekstrakta za analizu. U okviru roda Seseli, vecu koli¢inu fenola imala je vrste S. libanotis
subsp. libanotis u odnosu na S. pallasii, dok za analizu nadzemnogi dela i ploda vrste S.
libanotis subsp. intermedium nije bilo dovoljno ekstrakta. Nadzemni deo vrste C. cristata je
pokazao vecu koli¢inu fenola u odnosu na plod. Kod vrste O. hispidus, rezultati su pokazali
da cvast ima najvecu koli¢inu polifenola u odnosu na plod i1 nadzemni deo. Vrsta E.
serbicum je imala vecu koli¢inu fenola u odnosu na ekstrakt vrste H. sphondylium.
Odredivanje fenola za ekstrakt biljne vrste T. maximum nije bilo moguce. Za vrstu P. sativa
nije bilo biljnog materijala za izradu etil-acetatnog ekstrakta i iz tog razloga nije ispitivana
njena aktivnost. Gledaju¢i rezultate dobijene za fenole etil-acetatnih ekstrakata, takode
postoji veliko poklapanje sa ABTS testom.

Koli¢ina ukupnih fenola vodenih ekstrakata koji su radeni u ovom radu krece se u

opsegu od 52.49 do 99.33 mg GAE/I (Tabela 4.3.6). Najvise fenola zabelezeno je u plodu
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vodenog ekstrakta vrste S. libanotis subsp. intermedium (koncentracija ovog ekstrakta je 2
mg/ml), dok najmanje fenola poseduje P. longifolium sa koncentracijom takode od 2
mg/ml. Posmatraju¢i rod Peucedanum, najveca koli¢ina fenola prisutna je kod vrste P.
officinale (koncentracija ekstrakta od 1 mg/ml). U okviru roda Seseli najmanje fenola
detektovano je u ekstraktu vrste S. libanotis subsp. libanotis sa koncentracijom ekstrakta od
1 mg/ml. Nadzemni deo S. libanotis subsp. intermedium nije raden usled nedostatka biljnog
materijala. Ekstrak nadzemnog dela vrste O. hispidus (koncentracija ekstrakta 3 mg/ml)
ima manju koli¢inu fenola od ekstrakta ploda vrste C. cristata (koncentracija ekstrakta 2
mg/ml). Za ostale analize u okviru ova dva roda nije bilo dovoljno materijala.Vrste E.
serbicum i H. sphondylium i u okviru ovog testa imaju sli¢nu koli¢inu fenola (koncentracije
oba ekstrakta bile su 2 mg/ml). Vodeni ekstrakt vrste T. maximum sa koncentracijom od 3
mg/ml pokazuje relativno nisku koli¢inu fenola. Za vrstu P. sativa nije bilo biljnog
materijala za izradu vodenog ekstrakta i iz tog razloga nije ispitivana njena aktivnost.
Koli¢ina ukupnih fenola i kod vodenih ekstrakata je u prili¢noj korelaciji sa vrednostima
dobijenim ABTS testom.

Za acetonske ekstrakte koli¢ina ukupnih fenola kretala se u opsegu od 56.72 do
166.97 mg GAE/l (Tabela 4.3.6). Najveca koli¢ina fenola zabelezena je u ekstraktu
nadzemnog dela vrste C. cristata (koncentracija ovog ekstrakta je 3 mg/ml), dok najmanju
koli¢inu ima vodeni ekstrakt P. longifolium sa koncentracijom od 2 mg/ml. Posmatrajuci
rod Peucedanum najvise fenola zabelezeno je kod vrste P. officinale (koncentracija
ekstrakta bila je 1 mg/ml). U okviru roda Seseli, najvecu koli¢inu fenola poseduje ekstrakt
vrste S. pallasii s tim §to je koncentracija ovog ekstrakta bila 3 mg/ml, dok je najmanje
fenola bilo u ekstraktu S. libanotis subsp. libanaotis, jer je koncentracija ovog ekstrakta bila
1 mg/ml. Za izradu ekstrakta nadzemnog dela vrste S. libanotis subsp. intermedium nije
bilo dovoljno biljnog materijala. Nadzemni deo vrste C. cristata je pokazao vecu koli¢inu
fenola u odnosu na plod ali je i raden sa veCcom koncentracijom ekstrakta od 3 mg/ml. Za
vrstu O. hispidus nije bilo dovoljno ekstrakta za ovu analizu, osim za nadzemni deo koji
pokazuje prilicno fenola. Vrste E. serbicum i H. sphondylium i u okviru ovog testa
pokazuju sli¢nu koli¢inu ukupnih fenola (koncentracije oba ekstrakta bile su 2 mg/ml).

Acetonski ekstrakt vrste T. maximum je bio u malom prinosu, tako da nije bilo dovoljno za
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analizu ukupnih fenola. Za vrstu P. sativa nije bilo biljnog materijala za izradu acetonskog
ekstrakta i iz tog razloga nije ispitivana njena aktivnost.

Kao kontrola za utvrdivanje ukupne koli¢ine fenola u paralelnim eksperimentima su
koris¢eni dobro poznati antioksidansi BHA (3-tert-butil-4-hidroksianizol) i vitamin C.
Dobijene vrednosti na osnovu kalibracionih kriva iznose 63.31 mg GAE/lI za BHA i 40.91
mg GAE/] za vitamin C (koncentracije za oba uzorka bile su 0.1 mg/ml). U ovom slucaju
BHA je pokazao vecu koli¢inu fenola u odnosu na vitamin C.

Generalno, najveci sadrzaj fenola se nalazi u acetonskim, a najnizi u etil-acetatnim
ekstraktima. Antioksidativna aktivnost se moze dovesti u vezu sa sadrzajem polifenola, jer
njihova koli¢ina uzrokuje visoku sposobnost vrste u deaktivaciji slobodnih radikala (Lu i
Foo, 2002; Tepe i sar., 2004; Capecka i sar., 2005; Cetkovi¢ i sar., 2007; Fecka i Turek,
2008).

Posmatrajuci rod Peucedanum (Grafik 4.3.10), najveca koli¢ina fenola zapazena je
u acetonskom ekstraktu vrste P. officinale, §to moze biti jedno od objasnjenja zasto upravo

ovaj ekstrakt ima i najbolju antioksidativnu aktivnost posmatrajuci ABTS test.

Grafik 4.3.10. Ukupni polifenoli vrste roda Peucedanum predstavljeni kao ekvivalenti galne

kiseline.
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Tabela 4.3.6. Ukupan sadrzaj polifenola u metanolnim, etil-acetatnim, acetonskim i vodenim

ekstraktima analiziranih biljnih vrsta.

: . Konc Sadrzaj
Ekstrakti Biljne vrste (Mg /mi) A;  ukupnih fenola
(740nm)
JEENE Peucedanum officinale 1 1.35  100.61+0.001
ekstrakti
P. longifolium 2 0.82 60.36+0.002
P. aegopodioides 1 0.71 52.18+0.007
P. alsaticum 1 0.85 62.55+0.018
Seseli pallasii 3 1.14 84.65+0.004
S. libanotis subsp. libanotis 1 1.15 85.03+£0.004
S. libanotis subsp. intermedium 2 1.18 87.52+0.005
?p;llcl)?j?nOtls subsp. intermedium 9 114 84.04+0.002
Cachrys cristata 3 1.34 99.56+0.001
C. cristata (plod) 2 1.21 89.87+0.005
Opopanax hispidus 3 0.81 59.68+0.004
O. hispidus (cvast) 1.5 1.21 89.95+0.005

O. hispidus (plod) 2 1.07 78.82+0.002
Eryngium serbicum 2 0.97 71.41+0.005
Heracleum sphondylium 2 0.85 62.18+0.005
Tordylium maximum 5 1.13 83.36+0.003
Etil-acetatni o hicinale 5 107  79.35:0.002
ekstrakti
P. longifolium 5 0.92 67.85+0.004
P. alsaticum 5 1.34 99.78+0.001
S. pallasii 5 0.37 26.01+0.003
S. libanotis subsp. libanotis 5 0.63 45.76x+0.004
C. cristata 5 0.55 39.78+0.005
C. cristata (plod) 5 0.32 22.60+0.003
O. hispidus 5 0.58 42.05+0.004
O. hispidus (cvast) 5 1.15 85.10+£0.004
O. hispidus (plod) 5 0.64 46.36+0.005
E. serbicum 5 0.79 57.64+0.003
H. sphondylium 5 0.53 38.04+0.002
T. maximum 5 _ _
el P. officinale 1 123  91.30+0.003
ekstrakti
P. longifolium 2 0.72 52.49+0.004
P. aegopodioides 1 0.74 54.08+0.002
P. alsaticum 1 0.92 67.77+0.004
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S. pallasii 3 1.06 78.37£0.005
S. libanotis subsp. libanotis 1 0.95 69.97+0.004
?bll(;z?notls subsp. intermedium 9 133 99.33+0.001
C. cristata (plod) 2 1.07 79.35+£0.002
O. hispidus 3 0.91 67.02+0.003
E. serbicum 2 1.22 90.10+0.004
H. sphondylium 2 1.18 87.68+0.006
T. maximum 3 1.01 74.59+0.004
IAEERIE T P. officinale 1 159  118.32+0.003
ekstrakti
P. longifolium 2 0.77 56.72+0.003
P. aegopodioides 1 1.07 78.89+0.004
P. alsaticum 1 0.91 67.32+0.004
S. pallasii 3 1.47  109.09+0.006
S. libanotis subsp. libanotis 1 0.78 57.41+0.005
S. libanotis subsp. intermedium 9 1.96 93.73+0.005
(plod)
C. cristata 3 2.23  166.97+0.006
C. cristata (plod) 2 1.73  129.22+0.015
O. hispidus 3 1.77  132.32+0.003
E. serbicum 2 1.63  121.35+0.010
H. sphondylium 2 1.48  110.15+0.005
BHA 0.1 0.86 63.31+£0.001

Vitamin C 0.1 0.57 40.91+0.002

Za sve vrednosti u tabeli racunata je srednja vrednost za tri ponavljanja + standardna devijacija.
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4.3.4. Odredivanje sadrzaja flavonoida

Flavonoidi su polifenolna grupa jedinjenja. Oni poseduju odredene bioloske
aktivnosti kao S§to su antiinflamatorna, antihepatotoksi¢na, antialergijska, antivirusna i
antitumorska aktivnost. Flavonoidi imaju sposobnost da inhibiraju enzime kao $to su aldoza
reduktaze i ksantin oksidaze. Oni su u stanju da efikasno uklanjaju reaktivne vrste
kiseonika zbog svojih fenolnih hidroksilnih grupa $to im omogucava dobar antioksidativni
potencijal (Cao i sar., 1997). S obzirom na Siroku farmakoloSku i biolosku aktivnost, fenoli
imaju veci terapijski potencijal. Prisustvo visokog sadrzaja flavonoida i fenola u
ekstraktima direktno doprinosi jaku antioksidativnu aktivnost ¢ija je uloga otklanjanje
slobodnih radikala. Metoda koja je kori§¢ena za utvrdivanje ukupnih flavonoida u ovom
radu daje kompleks Zute boje ¢ija se apsorbancija meri na spektrofotometru na talasnoj
duzini od 415 nm. Koncentracija ukupnih flavonoida u uzorcima izrazava se preko
ekvivalenta kvercetin hidrata (Qu, mg kvercetin hidrata po 1) i dobija se tako S§to su
koncentracije dobijene na osnovu kalibracione krive kvercetin hidrata pomnozene sa

faktorom razblazenja.

Grafik 4.3.11. Kalibraciona kriva standarda kvercetina.
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Ukupna koli¢ina flavonoida u metanolnim ekstraktima koji su radeni u ovom radu
kre¢e se u opsegu od 4.75 do 47.71 mg Qu/l. Ako se uzmu u obzir svi ekstrakti, najveca
zastupljenost flavonoida bila je u ekstraktu vrste T. maximum (koncentracija ekstrakta 5
mg/ml), a najmanja u ekstraktu ploda vrste S. libanotis subsp. intermedium sa
koncentracijom od 2 mg/ml (Tabela 4.3.7). Posmatrajuc¢i rod Peucedanum najveca koli¢ina
flavonoida primeéena je kod vrste P. officinale (koncentracija ovog ekstrakta iznosi 1
mg/ml), dok najmanje flavonoida ima u ekstraktu vrste P. longifolium sa koncentracijom od
2 mg/ml. U okviru roda Seseli najveca koli¢ina flavonoida zabelezena je u ekstraktu vrste S.
pallasii (koncentracija ovog ekstrakta bila je 3 mg/ml). Nadzemni deo vrste C. cristata je
pokazao vecu koli¢inu flavonoida u odnosu na plod, ali je i raden sa ve¢om koncentracijom
ekstrakta od 3 mg/ml. Kod vrste O. hispidus, rezultati su pokazali da bez obzira na to $to je
cvast radena sa najmanjom koncentracijom od 1.5 mg/ml ima najvecu koli¢inu flavonoida,
dok nadzemni deo (koncentracija ovog ekstrakta je najveca i iznosi 3 mg/ml) poseduje
najslabiju aktivnost. Vrsta H. sphondylium imala je skoro duplo vecu koli¢inu flavonoida u
odnosu na ekstrakt vrste E. serbicum (koncentracije oba ekstrakta bile su 2 mg/ml). Za
vrstu P. sativa nije bilo biljnog materijala za izradu metanolnog ekstrakta i iz tog razloga
nije ispitivana ukupna koli¢ina flavonoida.

Sadrzaj flavonoida etil-acetatnih ekstrakata se kretao u opsegu od 10.02 do 234.67
mg Qu/l (Tabela 4.3.7). Svi ekstrakti su radeni sa koncentracijom od 5 mg/ml, jer
generalno gledano etil-acetatni ekstrakti imaju najslabiji antioksidativni kapacitet.
Medutim, rezultati su pokazali da upravo etil-acetatni ekstrakti sadrze najvecu koli¢inu
flavonoida. Najveca koli¢ina flavonoida, kako u oviru roda tako i u odnosu na ostale
ekstrakte, zabelezena je kod vrste P. alsaticum, dok najmanje flavonoida poseduje ekstrakt
ploda C. cristata. Najmanju koli¢inu flavonoida u okviru roda Peucedanum imala je vrsta
P. longifolium, dok za vrstu P. aegopodioides nije bilo dovoljno etil-acetatnog ekstrakta za
analizu. U okviru roda Seseli, vecu koli¢inu flavonoida imala je vrste S. libanotis subsp.
libanotis u odnosu na S. pallasii, dok za analizu nadzemnog dela i ploda vrste S. libanotis
subsp. intermedium nije bilo dovoljno ekstrakta. Nadzemni deo vrste C. cristata je pokazao
vecu koli¢inu flavonoida u odnosu na plod. Kod vrste O. hispidus rezultati su pokazali da

plod ima vecu koli¢inu flavonoida u odnosu na cvast, dok za analizu nadzemnog dela nije
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bilo dovoljno ekstrakta. Vrsta H. sphondylium je imala ve¢u koli¢inu flavonoida u odnosu
na ekstrakt vrste E. serbicum. Etil-acetatni ekstrakt vrste T. maximum je pokazao prili¢no
veliku koli¢inu flavonoida. Za vrstu P. sativa nije bilo biljnog materijala za izradu etil-
acetatnog ekstrakta i iz tog razloga nije ispitivana njena aktivnost.

Koli¢ina ukupnih flavonoida vodenih ekstrakata koji su radeni u ovom radu krece se
u opsegu od 4.43 do 27.57 mg Qu/l (Tabela 4.3.7). Najvise flavonoida zabeleZeno je kod
vrste H. sphondylium (koncentracija ovog ekstrakta je 2 mg/ml), dok najmanje flavonoida
poseduje P. longifolium sa koncentracijom takode od 2 mg/ml. Posmatrajué¢i rod
Peucedanum najveca koli¢ina flavonoida prisutna je kod vrste P. officinale (koncentracija
ekstrakta od 1 mg/ml). U okviru roda Seseli najveca koli¢ina flavonoida prisutna je u
ekstraktu ploda vrste S. libanotis subsp. intermedium sa koncentracijom ekstrakta od 2
mg/ml, dok je najmanje flavonoida prisutno u ekstraktu vrste S. pallasii (koncentracija
ekstrakta bila je 3 mg/ml). Nadzemni deo S. libanotis subsp. intermedium nije raden usled
nedostatka biljnog materijala. Ekstrak nadzemnog dela vrste O. hispidus (koncentracija
ekstrakta 3 mg/ml) ima veéu koli¢inu flavonoida od ekstrakta ploda vrste C. cristata
(koncentracija ekstrakta 2 mg/ml). Za ostale analize u okviru ova dva roda nije bilo
dovoljno materijala. Vrsta H. sphondylium je imala vecu koli¢inu flavonoida u odnosu na
ekstrakt vrste E. serbicum, kao i u odnosu na sve ostale vodene ekstrakte (koncentracije oba
ekstrakta bile su 2 mg/ml). Vodeni ekstrakt vrste T. maximum sa koncentracijom od 3
mg/ml pokazuje relativno veliku koli¢inu flavonoida. Za vrstu P. sativa nije bilo biljnog
materijala za izradu vodenog ekstrakta i iz tog razloga nije ispitivana njena aktivnost.

Za acetonske ekstrakte koli¢ina ukupnih flavonoida kretala se u opsegu od 8.27 do
119.32 mg Qu/l (Tabela 4.3.7). Najveca koli¢ina flavonoida zabelezena je u ekstraktu vrste
P. officinale (koncentracija ovog ekstrakta je 1 mg/ml), dok najmanju koli¢inu ima ekstrakt
S. libanotis subsp. libanotis sa koncentracijom takode od 1 mg/ml. Posmatrajuéi rod
Peucedanum najmanje flavonoida zabelezeno je kod vrste P. longifolium (koncentracija
ekstrakta bila je 2 mg/ml). U okviru roda Seseli najvecu koli¢inu flavonoida poseduje
ekstrakt vrste S. pallasii stim $to je koncentracija ovog ekstrakta bila 3 mg/ml, dok je
najmanje flavonoida bilo u ekstraktu S. libanotis subsp. libanaotis, jer je koncentracija ovog

ekstrakta bila 1 mg/ml, to je ujedno i najmanja koli¢ina flavonoida u okviru svih ispitivanih
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acetonskih ekstrakata. Za izradu ekstrakta nadzemnog dela vrste S. libanotis subsp.
intermedium nije bilo dovoljno biljnog materijala. Nadzemni deo vrste C. cristata je
pokazao vecu koli¢inu flavonoida u odnosu na plod, ali je i raden sa ve¢om koncentracijom
ekstrakta od 3 mg/ml. Za vrstu O. hispidus nije bilo dovoljno ekstrakta za ovu analizu, osim
za nadzemni deo koji pokazuje prilicno flavonoida. Vrsta H. sphondylium je imala vecu
koli¢inu flavonoida u odnosu na ekstrakt vrste E. serbicum (koncentracije oba ekstrakta bile
su 2 mg/ml), dok vrsta T. maximum ima jos§ veéu koli¢inu flavonoida u odnosu na ove dve
ispitivane stim §to je koncentracija ovog ekstrakta bila 3 mg/ml. Za vrstu P. sativa nije bilo
biljnog materijala za izradu acetonskog ekstrakta i iz tog razloga nije ispitivana njena
aktivnost.

Posmatraju¢i rod Peucedanum (Grafik 4.3.12) najveca koli¢ina flavonoida
zapazena je u etil-acetatnom ekstraktu vrste P. alsaticum, Sto moze biti jedno od

objasnjenja da razli€iti tipovi rastvaraca nose sa sobom razli¢ite komponente.

Grafik 4.3.12. Ukupni flavonoidi vrste roda Peucedanum predstavljeni kao ekvivalenti kvercetin
hidrata.
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Tabela 4.3.7. Ukupan sadrzaj flavonoida u metanolnim, etil-acetatnim, acetonskim i vodenim

ekstraktima analiziranih biljnih vrsta.

e Sadrzaj ukupnih

Ekstrakti Biljne vrste (mg/mi) A flavonoida
(415nm)

2{'(2:?2&{?' Peucedanum officinale 1 0.62 40.75x0.003
P. longifolium 2 0.19 12.55+0.002
P. aegopodioides 1 0.33 21.52+0.002
P. alsaticum 1 0.31 20.48+0.001
Seseli pallasii 3 0.3 19.38+0.005
S. libanotis subsp. libanotis 1 0.19 12.42+0.001
S. libanotis subsp. intermedium 2 0.25 16.39+0.002
?bll(;l()j?notls subsp. intermedium 9 0.07 4.75+0.001
Cachrys cristata 3 0.27 17.75£0.001
C. cristata (plod) 2 0.14 9.30£0.001
O. hispidus 3 0.28 18.60+0.003
Opopanax hispidus (cvast) 1.5 0.37 24.06+0.004
O. hispidus (plod) 2 0.33 21.46+0.004
Eryngium serbicum 2 0.28 18.08+0.002
Heracleum sphondylium 2 0.68 44.20+0.005
Tordylium maximum 5 0.73 47.71+0.006

E;'S'tf‘;gf‘m' P. officinale 5 331  215.110.000
P. longifolium 5 1.15 74.74+0.003
P. alsaticum 5 3.61 234.67+0.000
S. pallasii 5 0.49 31.79+0.001
S. libanotis subsp. libanotis 5 0.65 42.38+0.004
C. cristata 5 0.7 46.02+0.004
C. cristata (plod) 5 0.15 10.02+0.001
O. hispidus (cvast) 5 1.18 76.96+0.004
O. hispidus (plod) 5 1.19 77.28+0.004
E. serbicum 5 1.11 72.41+0.003
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H. sphondylium 5 1.27 82.54+0.004
T. maximum 5 2.61 169.69+0.022
voden' P. officinale 1 032  2087+0.002
P. longifolium 2 0.07 4.43+0.001
P. aegopodioides 1 0.23 15.21+0.005
P. alsaticum 1 0.23 15.08+0.003
S. pallasii 3 0.16 10.80+0.002
S. libanotis subsp. libanotis 1 0.22 14.50£0.014
?bll(;téz)inotls subsp. intermedium 2 0.96 17 23+0.003
C. cristata (plod) 2 0.16 10.41+0.002
O. hispidus 3 0.29 18.73+0.004
E. serbicum 2 0.27 17.49+0.004
H. sphondylium 2 0.42 27.57+0.003
T. maximum 3 0.31 20.48+0.002
cetonskd P. officinale 1 18  119.32+0.003
P. longifolium 2 0.36 23.86+0.008
P. alsaticum 1 0.84 54.60£0.008
S. pallasii 3 0.53 34.84+0.005
S. libanotis subsp. libanotis 1 0.12 8.27+£0.001
?F.)Ing):lnotls subsp. intermedium 9 0.8 18.40+0.005
C. cristata 3 0.51 33.22+0.015
C. cristata (plod) 2 0.13 8.91+0.002
O. hispidus 3 0.33 21.39+0.004
E. serbicum 2 0.57 37.18+0.001
H. sphondylium 2 0.66 43.16+0.013
T. maximum 3 0.81 53.04+0.006
BHA 0.1 _
Vitamin C 0.1

Za sve vrednosti u tabeli raCunata je srednja vrednost za tri ponavljanja + standardna devijacija.
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4.4. Opsta diskusija

Glavni cilj ovog rada bio je ispitivanje bioloske aktivnosti odabranih vrsta iz
familije Apiaceae: Eryngium serbicum Panci¢, Seseli pallasii Besser, Seseli libanotis (L.)
Koch subsp. libanotis, Seseli libanotis (L.) Koch subsp. intermedium (Rupr.) P. W. Ball,
Peucedanum officinale L., Peucedanum longifolium W. et K., Peucedanum aegopodioides
(Boiss.) Vand., Peucedanum alsaticum L., Pastinaca sativa L., Heracleum sphondylium L.,
Tordylium maximum L., Cachrys cristata DC., Opopanax hispidus (Friv.) Griseb. Odreden
je hemijski sastav kao i glavne komponente koje su odgovorne za samu biolosku aktivnost
etarskih ulja koja su koris¢ena u ovom radu. Dominantne komponente nadzemnog dela
etarskog ulja vrste C. cristata su: fitol (13.1%), germakren D (12.9%), B-kariofilen (9.7%) i
B-burbonen (8.5%), dok se u plodu sa najve¢im procentom srecu komponente kao $to su:
suberozin (19.7%), germakren D (12.3%) i germakren B (10.0%) (Mateji¢ i sar., 2012).
Vrste P. longifolium i P. officinale, kao glavhu komponentu imale su (-)-a-pinen (4.0-
38.7%), dok je za vrstu P. alsaticum, dominantna komponenta bila (+)-a-pinen (15.0%).
Najhomogenija grupa zabelezena je u okviru tribusa Tordylieae. Pastinaca sativa kao
glavne komponente sadrzi (Z)-f-ocimen (10.8%) i lavandulol acetat (5.2%), dok je etarsko
ulje vrste Tordylium maximum okarakterisan prisustvom oktil izobutanoata (16.1%) i oktil
2-metilbutanoata (25.0%). Takode, vrste koje pripadaju tribusu Apieac formiraju
najheterogeniju grupu. Libanotis montana je jedina vrsta iz ovog tribusa koja sadrzi
eudesma-4(15),7-dien-1-B-ol (1.2%) (Kapetanos i sar., 2008).

Ispitivana je antimikrobna aktivnost etarskih ulja i ekstrakata (vodeni, metanolni,
acetonski, etil-acetatni). Antimikrobna svojstva vecine etarskih ulja su bazirana na fenolnim
jedinjenjima koja su uglavnom =zastupljena sa nejve¢im procentom u ukupnom ulju
(Cosentino 1 sar., 1999). Medutim, postoje podaci koji ukazuju na to da i malo zastupljene
komponente igraju vaznu ulogu u antimikrobnoj aktivnosti, usled moguceg sinergistickog
delovanja sa ostalim komponentama (Paster i sar., 1995). Etarsko ulje koje je pokazalo
najbolju antimikrobnu aktivnost bilo je ulje biljne vrste E. serbicum, dok se etarsko ulje
vrste S. pallasii pokazalo kao najslabije. Od kori$¢enih ekstrakata najbolje antimikrobno

delovanje imali su metanolni ekstrakti, zatim etil-acetatni i acetonski dok su vodeni bili
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nesto slabiji. Odabir rastvaraca vrSen je na osnovu njihove polarnosti, jer se u rastvaracima
razliCite polarnosti rastvaraju razli¢ita hemijska jedinjenja (Kovacevic, 2004).

Pored toga uradena je i antioksidativna aktivnost (DPPH i ABTS test) za pomenute
ekstrakte. Nedavna istrazivanja su pokazala da antioksidansi biljnog porekla mogu imati
veliki znacaj kao terapeutski agensi kod pojedinih bolesti izazvane usled oksidativnog
stresa (Ramchoun i sar., 2009). Biljni ekstrakati i fitokonstituenti su efikasani jer deluju
tako Sto uklanjaju slobodnie radikale i inhibitoraju lipidnu peroksidaciju (Dash i sar., 2007;
Yildirim i sar., 2001). Mnoga sinteticka antioksidativna jedinjenja su pokazala toksi¢na i/ili
mutagena dejstva, Sto je podstaklo mnoge istrazivace za pretragom prirodnih
antioksidanasa (Nagulendran i sar., 2007). U radu vodeni ekstrakti su se pokazali kao jako
dobri antioksidansi (DPPH test), zatim metanolni i acetonski ekstrakti (ABTS test), dok
etil-acetatni ekstrakti vrlo slabo otklanjaju slobodne radikale. Obe metode su odgovorne za
prikupljanje slobodnih radikala jer su njihovi mehanizmi delovanja slicni. ABTS se dobro
rastvara kako u vodi tako i u organskim rastvaracima i reaguje relativno brzo. Kada biljke
sadrze antocijanine DPPH metod nije dovoljno precizan, $to nije slucaj sa ABTS testom,
narocito kada se apsorpcija meri na 734 nm (Arnao, 2000).

Da bi se potvrdila antioksidativna aktivnost samih ekstrakata odreden je ukupni
sadrzaj fenola i flavonoida u njima. Fenolne komponente toksi¢no deluju na
mikroorganizme $to su pokazali i utori Kuntz i sar. (1999). Najveca zastupljenost polifenola
je u acetonskim ekstraktima, a najniza u etil-acetatnim ekstraktima, $to je u saglasnosti sa
ranije objavljenim rezultatima (Miliauskas, 2004; Dzami¢, 2010). Kao zakljucak se moze
izvesti da etil-acetatni ekstraktni nisu pogodni za otklanjanje slobodnih radikala koji mogu
da nanesu velike Stete u covekovom organizmu, dok vodeni, metanolni i acetonski ekstrakti
predstavljaju dobre potencijalne antioksidanse. Sa druge strane, najveci sadrzaj flavonoida
se nalazi u etil-acetatnim i acetonskim ekstraktima, zatim idu metanolni i na kraju vodeni
ekstrakti koji su pokazali jako niske vrednosti za ukupni sadrzaj flavonoida. Najnovija
istrazivanja u oblasti hemije, biohemije 1 medicine potvrduju da ekstrakti biljaka sadrze
fenolne kiseline, flavone, izoflavone, flavanole, katehine, tokoferole tanine, terpene, te da
pokazuju antineoplasti¢na, antiviralna, antiinflamatorna, antialergijska i antioksidativna

svojstva (Capasso i sar., 2005).
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Antioksidansi su supstance koje imaju sposobnost da uklanjaju slobodne radikale i
sprece ih da izazovu oStecenje ¢elija. Oni daju zastitni efekat, neutraliSuci slobodne radikale
koji su toksi¢ni nusprodukti prirodniog celijskog metabolizma. Ljudsko telo prirodno
proizvodi antioksidanse, ali proces nije 100% efikasan u sluéaju prevelike proizvodnje
slobodnih radikala, a efikasnost, takode, opada sa godinama (Sies, 1991; Goldfarb, 1993).

Istrazivanje sve viSe pokazuje da hrana bogata antioksidansima, kao i upotreba
lekovitog bilja, mogu biti jako korisni za zdravlje. Hrana eventualno povecava nivo
antioksidanasa jer namirnice sadrze puno antioksidativnih supstanci. Voce i povrée su
poznati po kljuénim antioksidansima kao S$to su vitamini A, C, E, B-karoten i vazni
minerali, ukljucuju¢i selen i cink. Voce, povrée i lekovito bilje su najbogatiji izvori

antioksidativnih supstanci (Sies i sar., 1992).
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5. ZAKLJUCCI

Iz rezultata dobijenih analizom etarskih ulja istraZivanih vrsta, moze se zakljuciti da su
dominantne komponente nadzemnog dela etarskog ulja vrste Cachrys cristata - fitol
(13.1%), germakren D (12.9%), B-kariofilen (9.7%) i B-burbonen (8.5%), dok se u
plodu sa najveéim procentom srecu komponente kao Sto su: suberozin (19.7%),
germakren D (12.3%) i germakren B (10.0%).

Sva testirana ulja poseduju antibakterijsku i1 antifungalnu aktivnost, koja se moze
predstaviti na slede¢i naéin: Eryngium serbicum > Peucedanum aegopodioides > P.
officinale > P. longifolium > Heracleum sphondylium > Seseli libanotis ssp. libanotis >
Pastinaca sativa > Seseli pallasii.

. Kada se uporede rezultati antimikrobnog ispitivanja razli¢itih tipova ekstrakata biljnih
vrsta: Eryngium serbicum, Seseli pallasii, S. libanotis subsp. libanotis, S. libanotis
subsp. intermedium (nadzemni deo i plod), Heracleum sphondylium, Tordylium
maximum, Cachrys cristata (nadzemni deo i plod) i Opopanax hispidus (nadzemni deo,
cvast i plod) moze se uoditi slede¢i potencijal ekstrakata: metanol > etil-acetat > aceton
> voda.

Generalno je grupa Gram (+) bakterija bila osetljivija u odnosu na grupu Gram (-)
bakterija, a naroCito dobro delovanje je zabelezeno protiv sojeva Bacillus cereus i
Listeria monocytogenes koji su Cesti uzro¢nici kvarenja hrane, te se ove (uglavnom
zacinske) biljke mogu koristiti 1 kao prirodni konzervansi za hranu.

. Antibakterijski i antifungalni potencijal ekstrakta vrsta roda Peucedanum se moze
predstaviti na slede¢i na¢in: aceton > etil-acetat > metanol > voda.

Kod ovih ekstrakata najosetljivija vrsta je bila Salmonella typhimurium, dok se Listeria
monocytogenes pokazala kao najotpornija bakterijska vrsta. Rezultati testiranih gljiva
pokazuju da je A. ochraceus bila najosetljivija, dok je Candida albicans bila
najrezistentnija.

. Poredenjem aktivnosti ekstrakta sa komercijalnim antibiotikom i antimikotikom moze

se uociti da testirani uzorci pokazuju slabiji antibakterijski i antifungalni potencijal.
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8.

9.

10.

11.

Rezultati antioksidativane aktivnosti metanolnih ekstrakata DPPH metodom, koji su
dobijeni iz suvog materijala analiziranih vrsta pokazali su da najjaci efekat ima vrsta
Seseli libanotis subsp. libanotis, a najnizi vrsta Tordylium maximum. Antioksidativna
aktivnost etil-acetatnih ekstrakata je bila najslabija u odnosu na aktivnost ostalih
ekstrakata. Njihova ECsy se kretala od 2.550 mg/ml za Peucedanum alsaticum do
25.276 mg/ml za Seseli pallasii. Vodeni ekstrakti dobijeni iz suvog biljnog materijala
postupkom liofilizacije pokazuju da je najbolju antioksidativnu aktivnost imala vrsta
Peucedanum officinale, dok najslabiju aktivnost pokazuje vrsta P. longifolium. Najjaci
efekat kod acetonskog ekstrakta je zapazen kod vrste P. officinale, a najnizi kod
ekstrakta ploda vrste Cachrys cristata.

Najjaci antioksidativni kapacitet od svih testiranih uzoraka imao je vodeni ekstrakt
biljne vrste Peucedanu officinale. Vodeni, metanolni i acetonski ekstrakti pokazali su
priblizno isti antioksidativni kapacitet, dok etil-acetatni ekstrakti znatno odstupaju sa
svojim vrednostima.

Najbolja antioksidativna aktivnost utvrdena ABTS-testom pokazala se kod metanolnog
ekstrakta vrste P. officinale (koncentracija ovog ekstrakta je 1 mg/ml), dok najslabiju
aktivnost ima P. aegopodioides sa koncentracijom od 1 mg/ml. Najbolja antioksidativna
aktivnost etil-acetatnih ekstrakata zabelezena je kod vrste P. alsaticum, dok najslabiju
aktivnost ima Tordylium maximum. Vodeni ekstrakt vrste Eryngium serbicum
(koncentracija ovog ekstrakta je 2 mg/ml) se pokazao kao najbolji, dok najslabiju
aktivnost ima Peucedanum longifolium sa koncentracijom takode od 2 mg/ml. Najbolju
antioksidativnu aktivnost poseduje acetonski ekstrakt vrste P. officinale (koncentracija
ovog ekstrakta je 1 mg/ml), dok najslabiju aktivnost ima Seseli libanotis subsp.
libanotis sa koncentracijom takode od 1 mg/ml. Najjaci antioksidativni kapacitet od
svih testiranih uzoraka, posmatraju¢i ABTS test, imao je acetonski ekstrakt biljne vrste
Peucedanum officinale.

Najveca zastupljenost polifenola je detektovana u metanolnom ekstraktu Peucedanum
officinale, a najmanja u ekstraktu vrste P. aegopodioides. Kod etil-acetatnih ekstrakata
najvise fenola zabelezeno je kod vrste P. alsaticum, dok najmanje fenola poseduje

ekstrakt ploda Cachrys cristata. Vodeni ekstrakt vrste Seseli libanotis subsp.
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12.

13.

intermedium (koncentracija ovog ekstrakta je 2 mg/ml) poseduje najvise fenola, dok
najmanje fenola poseduje Peucedanum longifolium sa koncentracijom takode od 2
mg/ml. Za acetonske ekstrakte najveca koli¢ina fenola zabeleZzena je u ekstraktu
nadzemnog dela vrste Cachrys cristata (koncentracija ovog ekstrakta je 3 mg/ml), dok
najmanju koli¢inu ima vodeni ekstrakt Peucedanum longifolium sa koncentracijom od 2
mg/ml. Generalno, najveéi sadrzaj fenola se nalazi u acetonskim, a najnizi u etil-
acetatnim ekstraktima. Antioksidativna aktivnost se moze dovesti u vezu sa sadrzajem
polifenola, jer njihova koli¢ina uzrokuje visoku sposobnost vrste u deaktivaciji
slobodnih radikala.

Najveca zastupljenost flavonoida u metanolnim ekstraktima bila je kod vrste Tordylium
maximum (koncentracija ekstrakta 5 mg/ml), a najmanja u ekstraktu ploda vrste Seseli
libanotis subsp. intermedium sa koncentracijom od 2 mg/ml. U okviru etil-acetatnih
ekstrakata se pokazalo da je sadrzaj flavonoida najvec¢i u odnosu na ostale ekstrakte.
Najveca koli¢ina flavonoida zabelezena je kod vrste Peucedanum alsaticum, dok
najmanje flavonoida poseduje ekstrakt ploda Cachrys cristata. Koli¢ina ukupnih
flavonoida vodenih ekstrakata pokazuje da najvise flavonoida ima vrsta Heracleum
sphondylium (koncentracija ovog ekstrakta je 2 mg/ml), dok najmanje flavonoida
poseduje Peucedanum longifolium sa koncentracijom takode od 2 mg/ml. Najveca
koli¢ina flavonoida zabelezena u acetonskim ekstraktima je kod vrste P. officinale
(koncentracija ovog ekstrakta je 1 mg/ml), dok najmanju koli¢inu ima ekstrakt Seseli
libanotis subsp. libanotis sa koncentracijom takode od 1 mg/ml. Generalno, najveci
sadrzaj flavonoida se nalazi u etil-acetatnim i acetonskim ekstraktima, zatim idu
metanolni i na kraju vodeni ekstrakti koji su pokazali jako niske vrednosti za ukupni
sadrzaj flavonoida.

Dobijeni rezultati pokazuju da vrste iz familije Apiaceae predstavljaju potencijalni izvor
novih jedinjenja sa antioksidativnom i antimikrobnom aktivnos$éu. Stalno Kkorisc¢enje
antibiotika uticalo je da su mnoge bakterije postale rezistentne, a moderni nacin zivota
doveo je do pojave velikog broja bolesti izazvane oksidativnim stresom, ¢ime se
namece potreba za izolovanjem i identifikacijom Sto veceg broja antimikrobnih i

antioksidativnih jedinjenja iz biljnih izvora koja su farmakoloski mo¢na i imaju nizak ili
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nikakav sporedni efekat za upotrebu kako u medicini tako i u industriji hrane.
Povecanje znanja o fitokonstituentima kao bioloski aktivnim materijama i njihovim
uklju¢ivanjem u svakodnevnu upotrebu i ishranu mogu da daju dovoljnu podrsku
ljudskom telu u borbi protiv mnogih bolesti.

14. Dosadasnja istrazivanja predstavljaju Siroku osnovu za dalja ispitivanja bioloSkih
aktivnosti biljaka iz familije Apiaceae. Neophodno je preciznije odredjivanje aktivnih
komponeti koje se sre¢u u ekstraktima. Predlaze se priprema farmaceutskih preparata
baziranih na najaktivnijim komponentama etraskih ulja i ekstrakata ovih biljaka, za koje

je utvrdeno da su nosioci ispoljene antimikrobne i antioksidativne aktivnosti.
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pohadanju Skole te¢ne hromatografije, iz teorijske i praktiéne nastave u periodu od 15. do
19. septembra 2008. godine, od strane Hemijskog fakulteta u Beogradu. Kao ¢lan bioloSkog
drustva" Dr Sava Petrovi¢" ucestvovala je u mnogim akcijama vezanim za zaStitu i
ocuvanje zivotne sredine.

Jelena Mateji¢ trenutno je angazovana na projektu pod nazivom @«
Mikromorfoloska, fitohemijska, molekularna 1 istraZivanja biljaka — sistemski, ekoloski 1

primenljivi aspekti » (Program osnovnih istrazivanja MNP Ev. br.173029) (2011-2014).



Mpwuror 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

Motnucana JeneHa C. Matejuh

©poj ynuca EB 070003

UsjaBrbyjem

[a je OOKTopCcKa AucepTauumja nog HacroBom

Buornouwka akTUBHOCT eTapCKuX yrba U eKcTpakaTa ogabpaHux BpcTa U3
damunuje Apiaceae

e pe3ynTart ConCTBeHOr UCTpaXXnBa4kor paga,

e [a npeasioxeHa gucepraumja y LEnvHU HY y gernosuma Huje 6una npeanoxeHa
3a pobujare OuNo Koje AuNIoMe npema CTyAWCKUM nporpamumMa  LpYrux
BMCOKOLLIKOINCKMX YCTaHOBA,

e [Na Cy pe3yntati KOPeKTHO HaBedeHU U

e [a HMCaM KpLUMO/ma ayTopcka MpaBa U KOPUCTUO WHTENEKTyarHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

Mornuc AdOKTOopaHOa

Y beorpagy, 18.03.2013.




Mpwunor 2.

U3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LITaMMnaHe 1 eNieKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOpPCKOr paaa

Wme n npesumve aytopa: Jenexa C. Marejuh
Bpoj ynuca: EB 070003
CTyawjcku nporpam: EkcnepumeHTanHa n npumerseHa GotaHvka

Hacnos paga: BuoroLLka akTMBHOCT €TapCkuX yrba U eKcTpakaTa ofabpaHux BpcTa 3
damunuje Apiaceae

MenTopu: gap Metap . MapuH n gp AHa Llamuh

Motnucanu Jenena C. Matejuh

U3jaBrbyjeM Aa je WwTamMnaHa Bep3auja Mor AOKTOPCKOr pafa UCTOBETHA €feKTPOHCKO)
BEp3uju Kojy cam npegao/ma 3a objaBrbuBake Ha noprany [JururanHor
peno3uTopujyma YHuBep3auTteTa y beorpaay.

[ossorbaBam ga ce objaBe MojuU NUYHW Mojaun Be3aHu 3a fobujar-e akademckor
3BaHba [OKTOpA Hayka, Kao LUTO Cy MMe W Npesume, roavHa 1 Mecto pohera 1 gatym
onbpaHe paga.

OBM nVYHW nojauym Mory ce o0jaBuTh Ha MPEXHUM CcTpaHuuama gurutanHe
BGubnuoTeke, y eneKTPOHCKOM kaTanory 1y nyénukauvjama YHusepsuTteTa y beorpagy.

MoTnuc gokropaHaa

Y Beorpagy, 18.03.2013.
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Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBep3auTeTcky bubnunoteky ,CseTosap Mapkosuh® ga y LurutanHu
penosutopujym YHusepsuteTa y beorpagy yHece mMojy LOKTOPCKY AucepTtauujy nop
HacrioBOM:

Buornolika akTUBHOCT eTapCKUX yrba U eKcTpakaTa ogadbpaHux BpcTa U3
damunuje Apiaceae

Koja je moje ayTopcko Aero.

[uncepTauunjy ca cBuM npurosnma npegao/na cam y efekTpoHCKoM hopmaTy norogHoMm
3a TPajHO apXuBUpPaH-E.

Mojy gokTtopcky AucepTauujy noxpakeHy y OurutanHu penosutopujym YHUBEP3UTETA
y Beorpagy mory na kopucte CBW Koju nowTyjy oapende cagpxaHe y ogabpaHom Tumny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuLie (Creative Commons) 3a kojy cam ce oarnyduo/na.

1. AyTopcTBO

2. AYyTOpPCTBO - HEKOMEPLIMjaIHO

3. AyTopcTBO — HEKOMepLujanHo — 6e3 npepane

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHO — OENUTY NOL UCTUM YCrOBUMA
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — OEnuTU MNog UCTUM yCrioBuMa

(Monumo pa 3aoKpyXuTe camo jefHy Of, LUecT MoHyReHux nuueHuW, KpaTak onuc
nUUeHUM gaT je Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc gokTopaHga

Y beorpagy, 18.03.2013.
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