UNIVERZITET UVNISU
PRIRODNO-MATEMATI CKI FAKULTET
ODSEK ZA HEMIJU

Milan Deki é
FITOHEMIJSKO ISPITIVANJE ODABRANIH BILINIH VRSTA

FAMILIJA GERANIACEAE | BRASSICACEAE

— Doktorska disertacija —

Nis, 2011.



UNIVERZITET UVNISU
PRIRODNO-MATEMATI CKI FAKULTET
ODSEK ZA HEMIJU

FITOHEMIJSKO ISPITIVANJE ODABRANIH BILINIH VRSTA
FAMILIJA GERANIACEAE | BRASSICACEAE

— Doktorska disertacija —

Mentor: Kandidat:
Dr Niko Radulovié Mr Milan Deki é

Nis, 2011.



IstraZzivanje prezentovano u ovoj doktorskoj disertaciji uradeno je u
laboratoriji za organsku analizu i sintezu Odseka za hemiju Prirodno-
matemaitkog fakulteta Univerziteta u NiSu.

Najiskrenije se zahvaljujem svom mentoru dr Niku Radélgwocentu
Prirodno-matematikog fakulteta u NiSu, koji je predlozio temu i
rukovodio izradom ovog rada.

Veliku zahvalnost dugujem i dr Radosavu Ralredovnom profesoru

Prirodno-matemattkog fakulteta u NiSu, koji je omogucio realizaciju

ovog rada i, naravno, svima koji su na bilo koji nacin doprineli izradi
ove doktorske disertacije.

Izrada ove doktorske disertacije je realizovana u okviru projekta (ev. br.
172061), finansiranog od strane Ministarstva za nauku i tehnoloski
razvoj Republike Srbije.






Mpwunor 4/1

NMPUPOOHO - MATEMATUYKUN OAKYNTET
HULL

KIbYYHA JOKYMEHTALUJCKA UHOOPMALILJA

PegHu 6poj, PBP:

NpenTtndmkaumonm 6poj, UBP:

Tun pokymeHTauuje, TA: MOHorpadcka

Twn 3anuca, T3: TekcTyanHu / rpaduykn

Bpcra papa, BP: JOKTOpCcKa AucepTauuja

AyTop, AY: Munan C. [Oekwuh

MenTop, MH: Hwuko Papynosuh

Hacnos paga, HP: dutoxeMmjcko ncnuTuBamwe ogabpaHnx 6urHUx Bpcta hamunuja
Geraniaceae u Brassicaceae

Jesuk nybnukaumje, JIM: cprcku

Jesunk nssoaa, JU: CPMCKN N EHrMEeCKN

3emrba nybnukosamwa, 3MM: Cpbuja

Yxe reorpadpcko nogpydje, YI: Cpbuja

loauHa, MO: 2011.

N3paBay, U3: ayTOPCKWN PENpPUHT

MecTto n agpeca, MA: Hwuw, Buwerpaacka 33.

®dusnykm onuc paga, PO: 10 nornaerba, 282 cTpaHe, 10 cnuka, 18 Tabena, 25 wema, 79 npunora

Hayuyna obnact, HO: xemuja

Hay4yna gncumnnuna, HA: opraHcka xemuja 1 6roxemuja

MpeametHa ogpeaHnLa/Krbyuxe peun, MO: Geranium, Erodium, Erysimum diffusum, Hornungia petraea, etapcko yrbe,
ayTonusar, Aerpagaumonm npoussoan rnykosuHonara, 4-
nsoTnoLmjaHaTobyTaHCKa KUCENWHA, CUHTE3a, aHTUMUKPOOHA aKTUBHOCT

YOK 581.8: 582.751.2
581.8:633.42
Yysa ce, YY: 6ubnuoteka

BaxHa HanomeHa, BH:

M3Boa, U3: MsBpLueHa je geTarbHa xemujcka aHanmsa etapckux yrba Bpcra Geranium macrorrhizum, G.
sanguineum, G. robertianum, G. columbinum, G. lucidum, G. purpureum, G. phaeum,
Erodium ciconium, E. cicutarium n E. absinthoides (Geraniaceae) u aytonusarta BpcTa
Erysimum diffusum n Hornungia petraea (Brassicaceae). GC-MS aHanusoMm aytonusata
yTBpfEHO je MNpuCYCTBO HEKONUKO JerpagauvoHnX Mnpou3BoAa [Nyko3umHonarta, Koju cy
naeHTMUKOBaHN cnekTpanHom kapaktepusdaumjom (IR, NMR, MS) wun KoO-WHjeKumjom
CUHTETUCAHUX jefukerba ca ayTonusaTtuma. Y aytonusaty BpcTe E. diffusum je yTepheHo
npucycTBo 4-n3oTnoumjaHaTobyTaHCKe KWCeNWHe Kao HOBOM MPWPOAHOr AerpajauyoHor
npousBoAa rrnykosuHonara. EkcneprmMeHTanHo je gokasaHo ga MeTwun-ectap OBe KuUCenuHe
ce MOXe cmaTpatu apTedakToMm W3ofioBakba a He HaTUBHUM MNPUPOAHUM MeTabonuToM.
Tectnpawe aHTUMUKPOOHE aKTMBHOCTM €TapCKMX Yyrba W CUHTETUCAHUX jedutberba je
rnokasano M3paxxeHO W CENeKTMBHO AejCTBO eTapckux yrba BpcTe G. macrorrhizum npema
'pam-nosuTmBHOj 6akTepuju Bacillus subtilis, ca MIC BpegHowhy peaa BenuunHe 1 pg/ml n
uspaxeHo bakTepuumpanHo AejctBo 4-u3oTvoumjaHaTobyTaHCke KUCenvHe npema BaKHOM
TbyACKOM naTtoreHom MukpoopraHmamy Staphylococcus aureus (MIC=MBC=10 pg/ml).

[atym npuxsaTtamwa Teme, AMM: 24.01.2011.
Oatym onbpane, A0O: L 28.04.2011.
UnaHosu komucuje, KO: ___!-_I_E’_‘_:’EE?LC_"_"_'_"_'_'E _____ Mpod. ap Papocas MNManuh
_Mnaw: Mpod. ap 3opaH Mapkosuh
UnaH, meHTOp: Hou. ap Huko Pagynosuh

O6pasay Q4.09.13 - Nspare 1



Mpwunor 4/2

NMPUPOAOHO - MATEMATUYKU DAKYIITET
HULU

KEY WORDS DOCUMENTATION

Accession number, ANO:

Identification number, INO:

Document type, DT:

monograph

Type of record, TR:

textual / graphic

Contents code, CC:

doctoral dissertation

Author, AU: Milan S. Dekié
Mentor, MN: Niko Radulovié
Title, TI:

Phytochemical study of selected taxa belonging to Geraniaceae and
Brassicaceae plant families

Language of text, LT: Serbian
Language of abstract, LA: English
Country of publication, CP: Serbia
Locality of publication, LP: Serbia
Publication year, PY: 2011

Publisher, PB:

author’s reprint

Publication place, PP:

NiS, ViSegradska 33.

Physical description, PD:

10 chapters, 282 pages, 18 tables, 10 pictures, 25 schemes, 79 appendixes

Scientific field, SF: chemistry
Scientific discipline, SD: organic chemistry and biochemistry
Subject/Key words, S/IKW: Geranium, Erodium, Erysimum diffusum, Hornungia petraea, essential oil,

autolysate, glucosinolate degradation products, 4-isothiocyanatobutanoic
acid, synthesis, antimicrobial activity

uc

581.8:582.751.2
581.8 : 633.42

Holding data, HD:

library

Note, N:

Abstract, AB:

Detailed chemical analyses of Geranium macrorrhizum, G. sanguineum, G. robertianum, G.
columbinum, G. lucidum, G. purpureum, G. phaeum, Erodium ciconium, E. cicutarium and E.
absinthoides (Geraniaceae) essential oils and Erysimum diffusum and Hornungia petraea
(Brassicaceae) autolysates were performed using GC and GC-MS techniques. Analyses of
autolysates revealed the presence of several glucosinolate degradation products. The mentioned
compounds were identified by means of synthesis, spectral characterization (IR, NMR and MS)
and GC co-injection of the synthetic compounds with the autolysates. A GC-MS analysis of E.
diffusum glucosinolate autolysis products led to the identification of a new mustard oil
constituent-4-isothiocyanatobutanoic acid. According to experimental proof arrived at in this study,
methyl ester of this acid can be regarded as an artefact of the isolation procedure and not a native
plant metabolite. The isolated oils and synthesized compounds were assayed for antimicrobial
activity. The assays pointed out to the very high and selective activity of G. macrorrhizum oils
against Bacillus subtilis having a minimum inhibitory concentration with the order of value of 1
pg/ml, while 4-lsothiocyanatobutanoic acid demonstrated significant activity against important
human pathogen, S. aureus (ATCC 6538), with both MIC and MBC values of 10 pg/ml.

Accepted by the Scientific Board on, ASB: 24.01.2011.

Defended on, DE: 28.04.2011.

Defended Board, DB:  President: Prof. dr Radosav Pali¢
Member: Prof. dr Zoran Markovi¢

Member, Mentor: | Doc. dr Niko Radulovi¢

O6paszay Q4.09.13 - Nzgame 1



Fitohemijsko ispitivanje odabranih biljnih vrsta familija Geraniaceae i Brassicaceae

SKRACENICE

Ala
AMDIS

Boc,O
BSTFA

CDC

CFU

DABCO
DCC
DEAE
DMAP
DMF
DMSO
DNA
FAD

FID
FTIR

GC
GC-FID

GC-MS

GLC
HPLC

HSAB

lle
ISO

ITC

alanin éng. alanine)
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N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamid €ng. N,O-
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plameno-jonizaciona detekcijenfy. flame ionization detection)
Furije-transformisana infracrvena spektroskopag.(Fourier-
transformed infrared spectroscopy)

gasna hromatografijang. gas chromatography)

gasna hromatografija-plameno-jonizaciona detekeng gas
chromatography-flame ionization detection)

gasna hromatografija-masena spektrometsig Qas
chromatography-mass spectrometry)

gasno-téna hromatografijaghg. gas-liquid chromatography)
visoko (jako) efikasnadra hromatografijaghg. high performance
liquid chromatography)

Pearson-ov principom tvrdih/mekih kiselina i bagag( hard soft acid
base)

izoleucin éng. isoleucine)

Metunarodna organizacija za standardizaeg( International
organization for standardization)

izotiocijanati
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sabouraud-dekstrozni ag&ng. sabouraud dextrose agar)
ekstrakcija na ¢vrstoj faanQ. solid-phase extraction)

Savez Sovjetskih Socijalikith Republika
sobna temperatura

sinonim
triplet
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UDP-Glc
Val

terpenoidigng. terpenoids)

tetrahidrofuran

ukupni jonski hromatogranerg. total ion chromatogram)
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trimetilhlorsilan éng. trimethylchlorosilane)
tetrametilsilandng. tetramethylsilane)

triptofan éng. tryptophan)

tatka topljenja

2,3,5-trifeniltetrazolijum-hlorideng. 2,3,5-triphenyltetrazolium
chloride)
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valin eng. valine)
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Lekovite biljke su oduvek imale z&@no mesto u medicinskoj praksi. Najranije
zabelezeni podaci mnogih naroda (npr. starih Egipana, Sumeraca, Asiraca, Grka,
Kineza i Indijaca) govore o kotiénju biljaka u terapijske svrhe od stratfmveka.
Ispitivanjem hemijskih, bioloskih i farmakoloskih osobina prirodnih proizvoda
koris¢enih u tradicionalnoj medicini Sirom sveta dobijeni mnogi terapeutski agensi
koji se danas koriste u modernoj, konvencionalnoj medicini: morfin iz opijuma
(Papaver somniferum) se koristi kao analgetik, digitoksin i ostali glikozidi naprstka
izolovanih iz Digitalis spp. koriste se zadenje bolesti srca, taksol iz pa¢Kke tise
(Taxus brevifolia) za le&enje kancera, kinin izolovan iz kore kininovog devet
(Cinchona spp.) za léenje malarije, aspirin iz kore vrb&glix spp.) kao analgetik,
antipiretik i antiinflamatorik, kofein iz kafeCpffea arabica) — stimulans (Heinrich et
al., 2004).

Tretman biljnim ekstraktima, pa zatim jedinjenjima izolovanim iz prirodnih
izvora, kao i neorganskim jedinjenjima, je dugi niz godina predstavljao nezamenljivi i
gotovo jedini dostupni (poznati) viddenja (Chadwick & Marsh, 1990). Transformacija
prirodnih jedinjenja izolovanih iz biljaka u sintetske derivate i sinteza analoga zapocinje
pocetkom XIX veka sa razvojem farmaceutske industrifarmaceutske hemije. Sa
napretkom sintetke hemije, naroc¢ito sredinom XX veka, sinteza i proizvodnja lekova
uzima maha — sintetski analozi i potpuno ,siridati molekuli u sve véoj meri
zamenjuju ,prirodne” lekove. Farmaceutske kompanije usmeruju svoja istrazivanja i
razvojne budZete ka dobijanju sint&th jedinjenja, dok razvoj kombinatorne hemije i
ratunskog pristupa u dizajniranju novih lekovang. computational drug design)
dodatno umanjuju interesovanje za prirodnim proizvodima kao potencijalnim izvorima
novih lekova (Raskin et al., 2002).

Poslednjih godina XX veka je evidentan rast popularnosti herbalne i
homeopatske medicine u svetu, interesovanja za organskom (,zdravom®) hranom i
prirodnom kozmetikom. Razlog popularizacije ,prirodnih* proizvoda je maguc
nebezbednost i tok&iost novosintetisanih jedinjenja po ljudsko zdraulj@ivotnu
sredinu. Popularnost prirodnih proizvoda se moze pripisati danyi da su
fitohemikalije ,bezbednije* po zdravlje zbog viSevekovnog kmmga istih od strane
coveka, tj. ko-evolucije biljaka i ljudi. Danas je traiStu prisutan veliki broj proizvoda
koji sadrze aktivne biljne sastojke — fitofarmaceutski proizvodi ostvaruju oko 50% od
ukupnog prometa na trzistu farmaceutskih proizvoda (Raskin et al., 2002; Lalli, 2005).

Billka se moze smatrati kompleksnom biosintetskom laboratorijom. Oruzje
odbrambenog sistema biljaka od biljojeda, drugih predatora, mikroba i virusnih
infekcija ¢ine brojna bioaktivha jedinjenja koje biljka singsti Nakon viSe od 100
godina farmaceutskog istrazivanja, samociti@ danas poznatih bolesti se moze
efikasno leiti danas dostupnim lekovimainjenica, koja se ne sme ignorisati je da
brojna bioloski aktivha jedinjenja koje billke poseduju su odabrana, razvijena i
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usavrSena evolucijom u toku mnogo duzeg perioda nego Sto su to uradile ili to mogu
uraditi farmaceutske kompanije (Raskin et al., 2002).

Zbogcega nam trebaju lekovi biljnog porekla? Paradignmadae medicine XX
veka je nastojanje da se kompleksne bolese lgednim molekulom”. Mana ovog
pristupa se pojavila relativno skoro kada je otpornost na antimikrobne i antitumorske
lekove postala evidentna. Multifaktorijalna priroda admh kompleksnih bolesti
ukazuje na to da se mora pristupiticdaju kombinacijom terapeutskih agenasa.
Nasuprot pristupu teenja ,jednim molekulom®, tradicionalna medicina isto¢nih naroda
oduvek je smatrala da je kompleksne bolesti najbofjii lkombinacijom botarikih i
nebotantkih lekova koje je neophodno prilagoditi pacijentwstadijumu bolesti. U
tradicionalnoj kineskoj i Ajurvedskoj medicini je ovaj pristup najrazvijeniji, gde se
istice sinergistiki efekat razkitih komponenata kompleksnih medicinskih smeSa.
Ocigledno je da su biljke razvile 8hu strategiju u odbrani od patogena, Kkoji
predstavljaju glavni uzrok njihovog oboljevanja i smrti. Oslanjanje na jedan antibiotik
koji bi zaustavio patogene verovatno bi predstavljalo evoluciono samoubistvo biljne
vrste zbog brzog razvoja rezistentnosti patogena. lako je veoma slabo ispitana, poznata
je sposobnost biljaka da biosintetiSu strukturno i funkcionalno¢iazlantimikrobna
jedinjenja koja deluju zajedno radi prevencije razvoja rezistentnosti patoggenieris
fremontii  sintetiSe antimikrobne berberinske alkaloide i 5’-metoksihidnokarpin,
,multidrug-resistant pump*“ inhibitor, jedinjenje koje izrazito pajava dejstvo
berberina (Stermitz et al., 2000; Ball et al., 2006). Interakcija demeazlcitih
komponenata, takode, mozZe imati uticaja na optimalni terapijski efbKptih
ekstrakata — glavni aktivni sastojak ekstrakta korEmgterygium wilfordii (koristi se u
tradicionalnoj kineskoj medicini za denje reumatoidnog artritisa), triptolid, ima
toksikkno dejstvo ukoliko se ne uzima sa ostalim sastojadkstrakta, Sto sugeriSe da
ostale, neidentifikovane komponente istog umanjuju tokst i, mogde, povéavaju
efikasnost (Su et al., 1990; Tao et al., 2001; Tao et al., 2002). Na osnowtinpeitica
moZze se zakljuciti da ukoliko se priclenju odréenih bolesti koriste fitoagensi, manja
je moguénost od pojave rezistentnosti zbog zajékog i sinergistitkog dejstva viSe
razlicitih bioaktivnih jedinjenja biljaka (Raskin et al.0@2; Lalli, 2005).

Iz gore navedenih razloga, poslednjih nekoliko decenija, sprovedena su brojna
istrazivanja aromatnih, lekovitih i ostalih biljaka sa ciljem razvojawih, prirodnih
formulacija i aditiva za prehrambenu, kozmnikti, farmaceutsku ili neku drugu
primenu. Dok se wigna pomenutih istrazivanja odnosi na ,u narodu“ @ienbiljne
vrste, postoji vrlo malo podataka o biljnim vrstama koje se ne koriste u kulinarstvu i
narodnoj medicini. Vaznost istrazivanja usmerenih u tom pravcu se moze videti iz
¢injenica dacak 75% jedinjenja koja se danas koristi u medicinskédie je biljnog
porekla, acetvrtina od njih se joS uvek izoluje iz biljne droffl@uke, 1990; Newman,
2007). Ispitivanje ovih biljnih vrsta narocito moze biti interesantno ako se uzme u obzir,

: “Multidrug resistance” refluks pumpe predstavljaju univerzalni mehanizam kojiralige mikroba Stite od prirodnih i sintekih
antibiotika. Odgovorne su za razvoj rezistentnosti mikroba na antibiotike.
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gore pomenuti, rast popularnosti komplementarne i alternativne medicine u svetu
poslednjih godina i trend rasta upotrebe prirodnih proizvoda za prevencijenijde
brojnih oboljenja (Golbeck-Wood et al., 1996; Eisenberg et al., 1998; Fisher and Ward,
1994; Thomas et al., 2001; Mainardi et al., 2009). Od oko 250 000 biljnih vrsta na
Zemlji, mali procenat je hemijski, bioloSki i fizioloSki ispitan; do danas, 119 jedinjenja
biljnog porekla se koristi kao lekovi, koja se izoluju iz samo 90 biljnih vrsta (Chadwick
& Marsh, 1990; Lalli, 2005).

Familija Geraniaceae obuhvata oko 600 evropskih i vanevropskih vrsta,
podeljenih u 11 rodova (Jankdyi1973). U Srbiji su zastupliena samo 2 roda:
Geranium L. i Erodium L’Hérit. Rod Geranium obuhvata oko 250 vrsta — viSe- ili
jednogodisnjih zeljastih biljaka, od kojih u Srbiji raste devetnaest. Biljke ovog roda
cesto se koriste kao ukrasne i medonosne, a zbogilbfaymakoloskih svojstava i kao
lekovite biljke u tradicionalnoj medicini mnogih naroda (Hegi, 1906; Feijdo, 1954;
Jordanov, 1973; Usher, 1974; Font-Quer, 1981; Tucakov, 1990; Chalchat2&0at.,
Lis-Balchin, 2002; Bnouham, 2002; Ploetz, 2004; R&dz007). Podaci o hemijskom
ispitivanju vrsta rod&eranium, izuzimajuci dobro ispitan. macrorrhizum, su veoma
oskudni i odnose se na izolovanje i/ili identifikaciju flavonoida (lvanchet\ad., 1989,
1999, 2000; Proestos, 2006), tanina (lvanchetva., 1996, Mavlyanovet al., 1994,
1997), masnih kiselina (Tsevegsuraral., 2004) i terpenoida (Chalchat al., 2002).

Rod Erodium ¢ini preko 50 vrsta, od kojih u Srbiji rastu samo dReema literaturnim
podacima, isparljivi sekundarni metaboliti biljnih vrsta. purpureum Vill.,, G.
columbinum L., G. lucidum L., G. sanguineum L., Erodium absinthoides Willd. i
Erodium ciconium (Jusl.) Ait. (syn.G. ciconium Jusl.) do sada nisu ispitivani. Etarsko
ulje vrsteErodium cicutarium (L.) L'Hérit. (syn. G. cicutarium L.), u Srbiji poznatoj

kao ,Ziva trava“, do sada nije ispitivano. Neka isparljiva jedinjenja ove biljne vrste su
identifikovana tokom ispitivanja heksanskog ekstrakta (Lis-Balchin, 1993).

Familija Brassicaceae (KrstaSice, porodica kupusa) obuhvata oko 3000 vrsta
rasprostranjenih u celom svetu (Jovakddvuniji¢ et al., 1972). Melu KrstaSicama se
nalaze mnoge vrste kojgvek koristi kao zn&jan izvor hrane, npr. kupus, rotkva,
slacica, ren, brokoli, keleraba, karfiol i dr. (Hemo)akomski vazna karakteristika
familije Brassicaceae | nekoliko srodnih familija (Tropaeolaceae) je prisustvo
glukozinolata u njihovim tkivima (Al-Shehbaz & Al-Shammary, 1987). Glukozinolati
su sekundarni metaboliti biljaka i predstavljaju hemijski stabilne tioglukozide, a u
biljnom tkivu su prostorno odvojeni od mirozinaza, enzima koji vrSe hidrolizu ovih
jedinjenja. Do sada je poznato oko 200 glukozinolata, od kojih jéinae
detektovana/izolovana iz vrsta familije Brassicaceae (Fahey, 2001; Clarke, 2010).
Povretivanjem biljnog tkiva dolazi do kontakta ovih bilmimetabolita sa hidrolitkim
enzimom mirozinaza, préemu nastaju proizvodi njihove degradacije — izojaati,
tiocijanati, nitrili itd. Poznato je da su degradacioni proizvodi glukozinolata, a narocito
izotiocijanati, biolosSki aktivni (Vaughn & Berhow, 2005). Nekoliko njih pokazuje
biocidalnu aktivnost prema biljkama, insektima, bakterijama i gljivicama, dok neki od
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njih imaju zn&ajnu ulogu u oc¢uvanju ljudskog zdravlja (Vaughn, 1999; Fahey, 2001)
Naime, poslednjih godina je dokazano da ,prirodni* izotiocijanati smanjuju rizik od
nastanka kancera (Zhang & Talalay, 1994). Izotiocijanati iz kupusa, karfiola, kelja, a
narocito brokolija, takod, imaju zn&ajan protektivni efekat od kancera (Matusheski et
al., 2001; Bennett et al2004), zbog:ega je zn&j konzumiranja ovog pota joS Véi.
Glukozinolati i proizvodi njihove degradacije su nosioci organai&pti svojstava,
odnosno mirisa i ukusa pomenutog p&@av{Daxenbichler et al., 1991).

Erysimum diffusum Ehrh. je dvogodisnja ili viSegodiSnja biljka koja se koristi u
narodnoj medicini i farmaceutskoj industriji za dobijanje preparata ,erizida“. Ova biljna
vrsta je najintenzivnije prouc¢avana tokom 60- i 70-tih godina proSlog veka, Sto je
rezultiralo izolovanjem/identifikacijom kardenolida (iz ove biljne vrste je po prvi put
izolovan steroidni glikozid erizimozid (Turova, 1964)), sterola (Umarova,
Maslennikova & Abubakirov, 1977), fosfolipida (Tadzhibaev, Mukhamedova &
Akramov, 1977), flavonoida i masnih kiselina (Dolya, 1973; Fursa et al., 1984), dok se
samo jedna publikacija odnosi na glukozinolate (glukoiberin i glukoheirolin), koji su
detektovani u semenu ove biljne vrste (Fahey, 2001).

Hornungia petraea (L.) Rchb. (syn.Hutchinsia petraea (L.) R.Br.) je jedina
biljna vrsta rodaHornungia koja je zastupljena u Srbiji. Izuzev dve publikacije koje se
odnose na ispitivanje glukozinolata/izotiocijanata u biljnoj vrsiichinsia alpina (L.)
R.Br. (Kjeer, 1953; Bennett et ak004), nema nikakvih podataka o fitohemijskom
ispitivanju vrsta ovog roda.

U opStem delu je predstavljena sistematika rodova i nizih taksonomskih
kategorija u okviru kojih se svrstavaju ispitivani taksoni (rod@eranium i Erodium
familije Geraniaceae, zatim rodo&rysimum i Hornungia familije Brassicaceae),
tradicionalna upotreba, kao i dosadasnja fitohemijska i bioloSka ispitivanja ispitivanih
taksona. U daljem tekstu su istaknute osnovne informacije vezane za glukozinolate,
grupu sekundarnih metabolita karaktetisitn za familiju Brassicaceae i joS neke srodne
familije, a kojima pripada izvestan broj jedinjexjg je identifikacija jedan od ciljeva
ove disertacije. U nastavku opSteg dela objedinjena je, sistematizovana i navedena
vetina metoda za sintezu izotiocijanata, jedinjenja akapastaju razgradnjom
glukozinolata. Nakon opSteg, sledi eksperimentalni deo, u kome su date osnovne
informacije o korienim uzorcima i njihovoj obradi, metodama razdvaangnalize i
izvrSenim sintezama jedinjenja. U narednom poglasijuprezentovani i diskutovani
rezultati. Zatim slede izvodi na srpskom i engleskom jeziku, citirana literatura, prilog i
biografija sa bibliografijom.
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Ciljevi rada

Imajwéi sve prethodno u vidu, za ciljeve ove doktorskedécije postavljeno je
ispitivanje biljnih vrsta: G. macrorrhizum G. sanguineum G. robertianum G.
columbinum G. lucidum G. purpureum G. phaeumErodium absinthoidesErodium
ciconium Erodium cicutariumErysimum diffusumH. petraea, a obuhvata slede

* |zolovanje i detaljna analiza hemijskog sastava etarskih ulja ili autolizata navedenih
biljnih vrsta,

* Sintezalizolovanje odabranih sekundarnih metabolita pomenutih biljnih vrsta,

» Spektroskopska i strukturna karakterizacija izolovanih i/ili sintetisanih sekundarnih
metabolita

« Ispitivanje mikrobioloSke aktivnosti odabranih etarskih ulja i ¢istih jedinjenja

Predvidena ispitivanja su sprovedena kéesjem sledéh metoda:

Dobijanje etarskih uljahidrodestilacija po Clevenger-u,

Dobijanje autolizatahidroliza endogenom mirozinazom (mehdin povrelivanjem)
bez izolovanja glukozinolata

Analiza: gasna hromatografija (GC-FID) i gasna hromatografija-masena spektrometrija
(GC-MS),

Izolovanje ,dry-column flash* hromatografija i t®a hromatografija pod srednjim
pritiscima (MPLC),

MikrobioloSka aktivnostdisk difuzioni metod, mikrodiluciona metoda po preporukama
NCCLS-a,

Spektroskopska i strukturna karakterizacija: nuklearna magnetna spektroskopija
uglienika i vodonika 'H i *C NMR), infracrvena spektroskopija (IR) i masena
spektrometrija (MS).



Fitohemijsko ispitivanje odabranih biljnih vrsta familija Geraniaceae i Brassicaceae

OPSTI DEO



Opsti deo

3.1. SISTEMATIKA FAMILIJA GERANIACEAE | BRASSICACEAE

3.1.1. AMILUA GERANIACEAE J. ST. HILL .

Familija Geraniaceae J. St. Hill. (familija Zdravaca) obuhvata oko 600 evropskih
i vanevropskih vrsta, raspaenih u 11 rodova Uglavnom su to viSegodi$nje,de
jednogodisnje biljke ili poluzbunovi, koje rastu na svim kontinentima izuzev
Antarktika. Prema ,Flori SR Srbije”, familija Geraniaceae je u Srbiji zastupliena sa
samo dva rodaGeraniumL. i ErodiumL’Hérit (Jankove, 1973).

Taksoni koji se trenutno klasifikuju u rodo®elargoniumi Erodium prvo su
bili uklju¢eni u rod Geraniumod strane Linnaeus-a. Od 1789. godine, na predlog C.
L'Héritier-a, izdvojeni su iz rodaseranium tj. razmatraju se kao zasebni rodovi
(http://www.succulent-plant.com/families/geraniacig®l). | pored togaPelargonium
vrste su zadrzale stari naziv, pa su i danas poznate kao ,geranijumi‘, koje su, sa
nekoliko vrsta rod&eranium veoma cenjene ornamentalne bilike u hortikulturi, pa se
iz tog razloga u velikoj meri i kultiviSu.

U Tabeli 3.1. je dato filogenetsko stablo rod@&raniumi Erodium

Tabela 3.1. Filogenetsko staBlodovaGeraniumi Erodium

Taksonomske kategorije Taksoni
Regnum -€arstvo Plantae Haeckel, 1866-Biljke
Subregnum Podcarstvo Viridaeplantae Cavalier-Smith, 1981-Zelene biljke
Phylum -Odeljak Tracheophyta Sinnott, 1935 ex Cavalier-Smith, 199&skularne biljke
Subphylum- Pododeljak Euphyllophytina
Infraphylum— Radiatopses Kenrick & Crane, 1997
Classis—Klasa Magnoliopsida Brongniart, 1843—Dikotiledone biljke
Subclassis- Podklasa Rosidae Takhtajan, 1967
Ordo —Red Geraniales Dumortier, 1829
Familia —Familija Geraniaceae A.L. de Jussieu, 1789
Tribus—Pleme Geranieae (Adans., 1763 ex A.L. de Jussieu, 1789) Sweet, 1820
Genus -Rod Geranium C. Linnaeus, 1753 Erodiur’Hérit., 1787-88

" Prema drugim izvorima ragini oko 800 vrsta (Gayosso-De-Lucio et al., 2008;
http://www.nsf.gov/awardsearch/showAward.do? Award¥ers0717372&WT.z pims id=503285TYL
" Systema Naturae 2000 (http://sn2000.taxonomy.nl/).
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3.1.1.1. RodGeranium’ L. 1754

Rod Geranium obuhvata oko 250 vrsta- vise- ili jednogodisnjih zeljastih
biljaka, retko poluzbunova ili Zbunova. Vrste ovog roda naseljavaju umerenu zonu
pretezno severne hemisfere, dok je u tropskim oblastima rod zastuplien samo u
planinskim podrugma. Na teritoriji Srbije raste devetnaest vrsta, sistematizovanih u
veci broj nizih taksonomskih kategorija (Jank@vi973):

1. G. phaeuni. 1753

2. G. villosumTen. 1811-15 (syrG. brutiumGasp.;G. mollevar. pseudograndiflorunVis. 1850/52;G.
mollevar. macropetalunBoiss. 1867)

3.G. molleL. 1753 (synG. argentuniuce 1832)

4. G. divaricatumihrh. 1792

5. G. pyrenaicunBurm. 1759

6. G. bohemicuntorn. 1756

7. G. pusillumBurm. 1759

8. G. dissectundusl. 1755 (synG. malvaefoliunBaumg. 1866)
9. G. striatumJusl. 1755

10.G. sanguineurh.. 1753 (syn G. grandiflorumGilib. 1785)

11. G. sylvaticumL. 1753 (syn.G. alpestre Schur 1859;G. coeruleo-purpureunGilib. 1785 G.
purpureo-ceruleunidhb. 1824G. angulatunCurt.; G. albiflorumKosch. 1898)

12.G. asphodeloideBurm. 1759
ssp.nemorosun{Ten.) Fritsch (synG. nemorosuriien.;G. fasciculatunPart.
ssp.tauricum(Rupr.) Fritsch (synG. t. Rupr.;G. orientaleMill; G. a.var.genuinumBoiss)

13.G. palustreTorn. 1756

14.G. nodosunt.. 1753 (synG. duplicatunKit.; G. striatumvar.freyeri Griseb.)

15.G. columbinumi. 1753 (synG. roseo-coeruleurilib. 1785)

16.G. macrorrhizuni. 1753

17.G. lucidumL. 1753

18.G. purpureunvVill. 1875 (syn.G. robertianunmvar. purpureum(Vill.) DC. 1805)

19.G. robertianuml. 1753 (syn G. foetidunGilib. 1785;Robertianum nostrur@oldb. 1817)

3.1.1.2. RocErodium® L’Hérit 1787-88

Rod Erodiumcini preko 50 vrstd od kojih je véina (preko 40) rasprostranjena
u Mediteranskom podrj& Jednogodisnje su ili dvogodiSnje zeljaste biljkejere

" Od gikoggeranos= Zdral, zbog izgleda ploda koji jed&din njegovom kljunu.

" Prema drugom izvoru ratini vise od 300 vrsta (Barra et al., 2006; Tsevegset al., 2005).
*od grkogerodios= ¢aplja, zbog stinosti ploda sa kljunorsaplje

8 Prema drugom izvoru rogni viSe oko 60 vrsta (Sharawy & Badr, 2008).

-10 -



Opsti deo
viSegodiSnje zeljaste biljke ili poluzbunovi. Prema ,Flori SR Srbije* (Jarkd®73), u
Srbiji rastu samo dve vrste:

1. E. ciconium(Jusl.) Ait. 1789 (synGeranium ciconiundusl. 1755)
2.E. cicutarium(L.) L, Herit. 1789 (synGeranium cicutariuni. 1753)

3.1.2. FAMILIJA BRASSICACEAE BURN. 1835(SYN. CRUCIFERAE B. JUss 1759)

Brassicaceae (KrstaSice, porodica kupusa) swe#taj jedno-, dvo- ili
viSegodiSnje zeljaste biljke, de poluzbunovi ili zbunovi. KrstaSice obuhvataju oko
3000 vrsta rasprostranjenih u celom sveilleste su na severnoj hemisferi, u oblasti
Mediterana, u zapadnoj i severnoj Aziji. Mnogi rodovi predstavljaju kosmopolite, dok
su neki ograrteni na geografski veoma uzane oblasti. N&@j\@&oj vrsta se nalazi u
borealnim, vantropskim oblastima, gde se javljaju mnogi entgemionotipski rodovi
ili rodovi sa malim brojem vrsta (JovanésDunii¢ et al.,1972; Zivanow & Pavlovk,

1999). KrstaSice naseljavaju najraznovrsnija stanista, a u planinama dopiru do gornje
granice prostiranja vegetacije.

U flori Srbije zabelezen je 51 rod iz familije Brassicaceae (Jovétiawnji¢c et
al., 1972). U Tabeli 3.2. je prikazano filogenetsko stablo roderygimumi Hornungia.

Tabela 3.2.Filogenetsko stabiaodovaErysimum i Hornungia

Taksonomske kategorije Taksoni
Regnum -€arstvo Plantae Haeckel, 1866-Biljke
Subregnum Podcarstvo Viridaeplantae Cavalier-Smith, 1981-Zelene biljke
Phylum -Odeljak Tracheophyta Sinnott, 1935 ex Cavalier-Smith, 199&skularne biljke
Subphylum- Pododeljak Euphyllophytina
Infraphylum Radiatopses Kenrick & Crane, 1997
Classis—Klasa Magnoliopsida Brongniart, 1843—Dikotiledone biljke
Subclassis- Podklasa Rosidae Takhtajan, 1967
Ordo —Red Brassicales Bromhead, 1838
Familia —Familija Cruciferae A.L. de Jussieu, 1789
Tribus—Pleme Camelineae
Genus -Rod Erysmum C. Linnaeus, 1753 Hornungia Bernhardi, 1840

3.1.2.1. RodErysmum L. 1754

Rod Erysimum obuhvata 125 wvrsta jedno- ili viSegodisnjih biljaka,
rasprostranjenih u Evropi, severnoj Africi, zapadnoj i centralnoj Aziji i Severnoj
Americi. U flori Srbije zastupljeno je 10 vrsta (Nik@liL972):

" Prema drugim izvorima, familija obuhvata 3709 (Warwick et al., 2006), odnosno 3710 vrsta i 338 rodova (Beilstein et al., 2008).
" Systema Naturae 2000 (http://sn2000.taxonomy.nl/).
* Prema drugom izvoru, raiini oko 180 vrsta (Rollins, 1993; Al-Shehbaz, 1988).
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1. E. sylvestrgCranty) Scop. 1772 (syitCheiranthus sylvestr€r. 1762;E. cheiranthusPers. 1806E.
sylvestressp.cheiranthugPers.) Schinz u Thell. 1921)

ssp.sylvestre

ssp.cheiranthugPers.) Schinz u Thell. 1921 (syErysimum cheiranthuBers. 1806)

f. cheiranthus

f. clusianum(Rchb.) Hayek 1925 (syik. cheiranthoidesar. clusianumRchb.)

ssp. linearifolium (Tsch.) Hayek 1925 (syrk. linearifolium Tausch. 1831E. sylvestrevar.

linearifolium Beck. 1916)

2.E. comatunParg. 1874 (synE. crepidifoliumvar.angustifoliumGris. 1825)
3. E. helveticum{Jacq.) DC. 1805 (syf. sylvestrevar. helveticumBeck 1916)

4. E. diffusumEhrh. 1782 (synE. canescenRoth. 1796)
var.diffusum
var.australe(Gay.) Hayek 1823

5. E. crepidifoliumReichr. 1823

6. E. odoratumEhrh. 1792 (synE. erysimoidesgL.) Fritsch 1907E. pannonicunCr. 1762)
var.odoratum
var.carniolicum(Doll.) Beck 1916 (synE. carniolicumDoll.)

7. E. pectinatunBory et Chaub. 1832 (syk&. kimmerledav. 1915)

8. E. hieracifoliumL. 1755 (synE. strictumGaertn. Meyer et Schreb. 1800)
9.E. repandun. 1753

10.E. cheiranthoide4. 1753

3.1.2.2. RodHornungia Rchb. 1837

RodHornungia obuhvata oko 10 vrsta rasprostranjenih u Evropi, zapadnoj Aziji
I severnoj Africi. Jedna vrsta se javlja u Australiji, juznoj i severnoj Africi. U Srbiji je
zastupljena samo jedna vrsta (Jova&dMiniji¢ et al., 1972):

1. H. petraea(L.) Rchb. 1837 (syrHutchinsia petraedl.) R. Br. 18121 epidium petraeurh. 1753)

" Po nemakom floristi i apotekaru iz XIX veka — Hornungu.
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3.2. ISPITIVANJE VRSTA FAMILIJA GERANIACEAE | BRASSICACEAE:
TRADICIONALNA UPOTREBA, HEMIJSKI SASTAV, FARMAKOLOSKO
DEJSTVO | PRIMENA

3.2.1. AMILIUA GERANIACEAE

3.2.1.1.Geranium macrorrhizum L. 1753

Ova viSegodisSnja biljka, u narodu poznata kao zdraeag.@ild geranium;
Slika 3.4), raste uglavhom u brdsko-planinskim podruc¢jima¢eato se gaji kao
bastenska biljka. Rasprostranjena je u juznoj Evropi, ¢itarona Balkanskom
poluostrvu, dok je naturalizovana u severnoj i centralnoj Evropi (Jahkd@v3). Sa
aspekta ekonomije, najvaznija je biljna vrsta ra@aranium zbog aromathih i
lekovitih svojstava, a ziajna je i kao medonosna biljka. Od davnina poznat po svojoj
lekovitosti, zdravac je veoma cenjen u tradicionalnoj medicini srpskog naroda i ostalih
naroda Balkana; koristi se za&dmje stomanih tegoba (Tucakov, 1990; Redz2007) i
kao afrodizijak (Hegi, 1906; Usher, 1974). Ova bilka predstavlja simbol zdravlja u
tradicionalnoj kulturi Srba i Bugara (Lis-Balchin, 2002; Chalottagl, 2002; Ploetzt
al., 2004).

Slika 3.1.Germakron (levo) i germazon (desno), seskviterpenski ketoni po prvi put izolovani iz biljn@.vrste
macrorrhizum(Ognyanov et al., 1958; Tsankova & Ognyanov, 1976)

Dosadasnja fitohemijska ispitivanja ove biljne vrste sprovedena su uglavnom
tokom 70- i 80-tih godina proSlog veka i ukazala su na prisustvo, odnosno
identifikaciju, na prvom mestu, tanina (Kostecka-Madalska et al., 1965; Halas et al.,
1991; Ivancheva et al., 1992; Kalemba et al., 1992), kojim je ova biljna vrsta bogata,
zatim flavonoida (Ognyanov et al., 1972, 1975; Nakashima et al., 1973; Ivanstheva
al., 1976, 1989, 1992; Kalemba et al., 1992; Miliauséaal., 2004), fenolnih kiselina
(Kalemba et al., 1992) i terpenoida, odnosno etarskih ulja (Tsankova et al., 1972, 1977,
Hodisan et al., 1982; Chalchat et al., 2002) u nadzemnom delu biljke. Etarsko ulje je
bogato oksigenovanim terpenoidom germakronom, a izolovani su i seskviterpenski
ketoni izogermakron i germazon (Ognyanov et al., 1983nkova et al., 1976, 1977,
Bozhkova et al., 1984) (Slika 3.1.). Isparljivi sastojci podzemnih delova biljke, tj.
rizoma ranije nisu ispitivani. Ispitivanja bioloSke aktivhosti nadzemnog dela ove biljne
vrste pokazala su da ekstrakti ispoljavaju izrazito antimikrobno, hipotenzivno,
spazmoliténo, astringentno, kardiotammo, antioksidantno, kapilarno i sedativno
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dejstvo (Rainova et al., 1968; Ivancheataal, 1976, 1992; Manoloet al, 1977, 1980;
Miliauskaset al, 2004).

Nadzemni delovi zdravca se koriste za proizvodnju etarskog ulja, u svetu
poznatog pod nazivom ,zdravetz oil“ i veoma cenjenog u parfimerijskoj industriji (Lis-
Balchin, 2002). Herba se koristi i kaoc¢ra (Seidemann, 2005). Nedavno, imajw
vidu pove&anu potraznju trziSta za Sto je moguce ,prirodnijom* hranom, Miliauskas i
sar. (2006, 2007) su ispitali nekoliko medicinskih i lekovitih biljaka sa ciliem
pronalazenja novog, ,prirodnog“ antioksidansa za potencijalnu primenu u prehrambenoj
industriji. Zakljudli su da ekstrakt lista zdravca pokazuje izrazitu antioksidantnu
aktivnost, koja je stina ili ¢cak veta od aktivnosti ekstrakata zalfij&4lvia officinalig i
ruzmarina Rosmarinus officinalls koji se Siroko koriste u prehrambenoj i
parfimerijskoj industriji kao antioksidansi. Iz ekstrakta zdravca, isti autori su izolovali 7
jedinjenja nosioca antioksidantne aktivnosti: galnu, &fagi 4-galoil-hinsku kiselinu,
zatim flavonoid kvercetin i tri glikozida kvercetina (Miliauskas et al., 2004). dako
zbog izrazite antioksidantne aktivnosti, Venskutonis i sar. (2010) su ispitivali cito- i
genotoksinu aktivnost ekstrakata zdravca zbog potencijalne upotrebe ove biljne vrste
kao funkcionalne hrane i/ili aditiva u prehrambenoj industriji. Nedavno je pokazano, u
ispitivanju sprovedenom na misSevima, da etanolni ekstrakt zdravca posediggana
imunostimulatorno dejstvo (Jurkstiene et al., 2007). Ekstrakt zdravca ulazi u sastav
farmaceutskih preparata za prevenciju Kelge infekcije izazvane bakterijom
Helicobacter pylorii bolesti digestivhog trakta koje ona izaziva @i al, 2008),
seksualne disfunkcije i neplodnosti (Mirat al, 2009), kao i za lenje pojedinih
bolesti usta (Hodisan et al., 1984).

Etarsko ulje i ostali ekstrakti zdravca privukli su malo paznje istraziveziSta
zbog visoke cene istih, koje su posledica nedovoljnecikelibiljnog materijala, tj.
ogranéenja na samonikle populacije zdravca. Poslednjin godina, komercijalna
dostupnost ulja zdravca pruza nove mogsii za istrazivanje i mogucu primenu istog.
Komercijalno etarsko ulje zdravca se proizvodi u Bugarskoj ucikoliod svega
nekoliko desetina ili stotina kilograma godisSnje. Zbog novih zakona koji se odnose na
zastitu prirodnog biodiverziteta, ionako male kmle zdravca postaju nedostupne. Iz tih
razloga se peelo sa kultivisanjem ove biljne vrste (Lis-Balchin, 2002).

3.2.1.2.Geranium sanguineum L. 1753

Ova viSegodisnja zeljasta biljka &2ornovatim rizomom, u narodu poznata kao
devojako oko ili zdravinjak €ng. bloody cranesbill; Slika 3.4), ima Siroki areal
rasprostranjenosti i raste u najeen delu Evrope. Na Balkanskom poluostrvu je Siroko
rasprostranjena (Janka@yil973). Kao ornamentalna biljka, zdravinjak je naturalizovan
gotovo svuda. Ova biljna vrsta je cenjena u tradicionalnoj medicini mnogih naroda zbog
svojih farmakoloskih svojstava; u bugarskoj narodnoj medicini se koristicemjée
eruptivnih koznih oboljenja i kao dezinficijens; taleose koristi u ublazavanju svraba
(pruritus), kod léenja ogrebotina i lezija koze (Jordanov et al.,, 1973), zatim kao

-14 -



Opsti deo

sredstvo za ublazavanje tegoba kod malignih bolesti hematopoeznih organa (Lis-
Balchin, 2002). U narodnoj veterinarskoj medicini Italijana, ova biljna vrsta se koristi u
lecenju dijareje (Gastaldo et al., 1978).

Sa fitohemijskog aspekta, ovaj takson je veoma malo ispitan. Unopuc
literaturi mogu se r& radovi koji se odnose na ispitivanje/identifikaciju tanina,
fenolnih kiselina, flavonoida, fenil-propanoida, antocijana, proantocijana (Ilvancheva et
al., 1996, 1999, 2000; Mavlyanov et al., 1994, 1997; Serkedjieva et al., 1998; Fodorea
et al., 2004; Leucuta et al., 2005; Pantev et al., 2006) i masnih Kig@laevegsuren et
al.,, 2004) ovog taksona. Isparljivi sekundarni metaboliti biljne v&tesanguineum
ranije nisu ispitivani.

Nedavno je utwteno da ekstrakt ove biljke pokazuje &aanuin vitro i in vivo
antiviralnu aktivnost — inhibira replikaciju virusa gripa tipa A i B (Serkedjieva et al.,
1998, 2003, 2005, 2007, 2008, 2009; Toshkova et al., 2004; Pantev et al., 2006) i herpes
simplex virusa tipa 1 i 2 (Serkedjieva et al., 1992, 1999). Ekstrakt ove biljke, zajedno sa
g-aminokapronskom kiselinom ima sinergi&b inhibitorno dejstvo na replikaciju
virusa gripa tipa A; ispitivanje je sprovedeno éalijskim kulturama i miSevima
(Serkedjieva et al., 2010a). Isti ekstrakt sa enzimom superoksid-dismutaza, izolovanim
iz gljivice Humicula lutea, takae, ima sinergistko inhibitorno dejstvo na virus gripa
tipa A (H3N2) (Serkedjieva et al., 2010b). Sinerglgtiefekat na inhibiciju virusa
influence tipa A (H7N1) ekstrakt pokazuje i sa antiviralnim lekom rimantadinom (trg.
naziv Flumadin®) (Serkedjieva et al., 2005). Osim antiviralne aktivnosti, ekstrakt ove
biljke pokazuje antioksidantnu i antiradikalnu aktivhost zbogcajmag sadrzaja
polifenola (Sokmen et al, 2005; Murzakhmetova et al., 2008). Antibakterijska i
antifungalna aktivnost do sada nije ispitana.

3.2.1.3.Geranium robertianum L. 1753

Pod narodnim nazivom ziva travang. herb robert; Slika 3.4) postoji viSe vrsta
biljaka (Erodium ciconium E. cicutariun), pa je neophodno obratiti paznju, pored
narodnog, i na latinski naziv taksona. JednogodiSnja je ili ziraujgédnogodisnja
zeljasta biljka jakog, karakterigtiog mirisa, koja raste gotovocitavoj Evropi, véem
delu Azije, Africi, Severnoj i Juznoj Americi. Na Balkanskom poluostrvu i u Srbiji
Siroko je rasprostranjena (Jankgvil973). Ova vrsta se &evekovima Kkoristi u
tradicionalnoj medicini kao sredstvo za zaceljivanje rana, zatim zbog (nhavodnog)
antiinflamatornog, antikancerogenog, adstringentnog i hemtlgigtidejstva (Feijao,
1954; Font-Quer, 1981; Amaral et al., 2009); u tradicionalnoj medicini Maroka, ziva
trava se koristi zbog hipogliketmih i antispazniinih svojstava, zatim u denju
kancera i kao tonik (oporavak icgnje organizma) (Bnouham et al., 2002); u narodnoj
medicini lzraela, oblasti Golanske visoravni i Zapadne obale koristi se u tretmanu

" U semenu ove biline vrste utieno je prisustvo petroselinske (6-oktadecenske)4{38,4%) i vernolinske (epoksis-9-
oktadecenske) kiseline (21,4-32,6%). Do ovog 6tkee verovalo da je petroselinska kiselina hemotaksaski marker nekoliko
filogenetski bliskih familija reda Umbelliflorae, gde predstavlja najzastupljeniju masnu kiselinu u semenu taksona familija Apiaceae
i Araliaceae.
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poviSenog holesterola (Said et al., 2002); midesi egipatska tradicionalna medicina
ovu biljku koriste za l&enje diabetesa tipa Il (Trevino et al., 2010).

Dosadasnje fitohemijsko ispitivanje uglavnom se odnosi na fenolne kiseline i
flavonoide (Kartnig & Bucar-Stachel, 1991; lvancheva & Bourzeix, 1999; lvancheva &
Petrova, 2000; Kobakhidze et al., 2004; Kataliat al., 2006; Amaral et al., 2009).
Publikovan je samo jednom rad koje se odnosi na ispitivanje etarskog ulja izolovanog iz
nadzemnih delova ove vrste (Pedro et al., 1992).

Utvrdeno je da ekstrakt ove biljke ispoljava zamo antioksidantno dejstvo,
prvenstveno zbog sadrzaja fenolnih kiselina i flavonoida (Katadinhal., 2006; Amaral
et al., 2009). Etarsko ulje zive trave pokazuje i antimikrobno dejstvo (Shelz et al.,
2006). Vodéi se podatkom o tradicionalnoj upotebi utdeju diabetesa tipa II,
Eskander i sar. (1995) su potvrdili hipoglikemijsko dejstvo ove biljne vrste.

3.2.1.4 Geranium columbinum L. 1753

U narodu poznata kao golubija noga ili krvavand. long-stalk crane's-bill;
Slika 3.4), ova biljna vrsta rasteciavom Sredozemlju, u ¢em delu Evrope i Azije;
vrlo je rasprostranjena na Balkanskom poluostrvu (Jatka9i73). Nedavno je ispitano
dejstvo etanolnog ekstrakta ove biljne vrste na meticilin-rezistestiagphylococcus
aureus gde je pomenuti ekstrakt ispoljio izvesno bakteriostatsko dejstvo (Quave et al.,
2008). Fitohemijski je ova biljna vrsta veoma slabo ispitana — Ivancheva i Bourzeix
(1999) su odredili ukupan sadrzaj katehina i proantocijanidina; Ivancheva i Petrova
(2000) su ispitale flavonoidne aglikone ove i joS deset vrsta @ataniumi njihov
zna&aj sa hemotaksonomskog aspekta.

3.2.1.5.Geranium lucidum L. 1753

llla crvena €ng. shining crane's-bill; Slika 3.4) je jednogodiSnja biljka
rasprostranjena u atlantskoj, srednjoj i éskmj Evropi, Mediteranu, Maloj i Srednjoj
Aziji. Na Balkanskom poluostrvu i Srbiji je, takode, Siroko rasprostranjena biljna vrsta
(Jankov€é, 1973). | ova vrsta je, tale, veoma slabo ispitana — izolovani su i
identifikovani flavonoidi (Ilvancheva & Wollenweber, 1989; Ivancheva & Petrova,
2000) i tanin geraniin (Haddock et al.,, 1982). damo je da ekstrakt ove biljke
pokazuje kontraceptivno dejstvo kod pacova (Prakash, 1986).

3.2.1.6.Geranium purpureum Vill. 1875

Jednogodisnja biljka efg. little robin; Slika 3.4) rasprostranjena u
mediteranskom i submediteranskom pogiruéna Balkanskom poluostrvu, take
Siroko rasprostranjena (Jankéyvi973). U naucnoj literaturi gotovo da nema podataka o
ovoj biljnoj vrsti. Sa fitohemijskog aspekta, jedino ispitivanje sprovedeno je od strane
Proestos-a i sar. (2006), koji su ispitali ukupni udeo flavonoida i fenolnih kiselina u
nekoliko uzoraka gkih aromattnin biljaka, izvrsili njihovu identifikaciju i ispitali
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antimikrobnu i antioksidantnu aktivhost metanolnih

ekstrakata. Méu ispitanim biljnim vrstama, ekstrakt OH
bilke G. purpureum je imao najvéi sadrzaj °x° OH
flavonoida i fenolnih kiselina i, @kivano, najjau

antimikrobnu i antioksidantnu aktivnost.

OH

3.2.1.7.Geranium phaeum L. 1753

Geranium phaeunili zdravinjak (ng. dusky Slika 3.2 Novi depsid, erodiol,
izolovan iz nadzemnog delB.

cranesbill; Slika 3.4) viSegodisnja je, isklv@ cicutarium (Fecka & Cisowski,

Evropi, kao i na Balkanskom poluostrvu (Jankovi

1973). U nauc¢noj literaturi postoji vrlo malo podataka o ovoj biljnoj vrsti. Nedavno je
ispitan sastav etarskog ulja iz nadzemnog dela ove bilke (Chalchat et al., 2002).
Metanolno-vodeni ekstrakt ove biljke pokazigevitro inhibitornu aktivnhost na enzim
HIV-1 reversna transkriptaza HIV virusa (Mlinart al., 2000)Leifertova i sar. (1976)

su identifikovali fenolna jedinjenja, aminokiseline, slobodne i glikozidno vezamseese

i tanine prisutne u ovoj biljci. Utdeno je i prisustvo pojedinih flavonoida (Fuzi &
Racz, 1959; Boutard & Lebreton, 1975) i tanina (Bate-Smith, 1972).

3.2.1.8.Erodium ciconium (Jusl.) Ait. 1789

Jednogodisnja zeljasta bilka, u narodu poznata kao ziva trava ili rodin kljun
(eng. common stork’s bill, longbeaked stork’s bill; Slika 3.4), rasprostranjena je u
Srednjoj Evropi, Sredozemlju, na Balkanskom poluostrvu, Maloj i srednjoj Aziji i na
Kavkazu (Jankoyi 1973). Quave i sar. (2008) su ispitali antibakterijsko dejstvo
ekstrakta ove biljne vrste, zajedno sa biljnim vrstama koje se koriste u tradicionalnoj
medicini Italijana na meticilin-rezistentr$taphylococcus aureus?omenuti ekstrakt
nije ispoljio zn&ajno bakteriostatsko dejstvo. Nedavno je u istrazivanju sprovedenom
od strane Sharawy-ja i Abdelfattah-a (2008) analiziran profil proteina iz semena ove
vrste metodom elektroforeze u okviru studije filogenije r&tadium Fecka i sar.
(2001) su identifikovali nekoliko polifenolnih jedinjenja, tanina i flavonoida iz ekstrakta
E. ciconium(Fecka i Cisowski, 2002). Isparljivi sekundarni metaboliti taksona roda
Erodiumispitani su samo u slu¢aju vrdte moschatun(Carpino et al., 2004).

3.2.1.9.Erodium cicutarium (L.) L'Hérit 1789

Jedno- do dvogodisnja, de viSegodiSnja zeljasta biljka sa istim narodnim
imenom kao i prethodna vrsta, ziva trawnd. redstem stork’s bill, redstem filaree;
Slika 3.4), prvobitno rasprostranjena samo u Mediteranskom podrucju, juznoj i
atlantskoj Evropi i Aziji umerenog pojasa, danas je prenesSena i rasprostranjena na svim
kontinentima.

Nikitina (2007) je odredila ukupan sadrzaj hidroksicimetnih kiselina, flavonoida
i ukupnih polifenola u ekstraktu ove biljke. Sharawy i Abdelfattah (2008) su, radi
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utvrdivanja filogenije rodaErodium analizirali profil proteina u semenu ove vrste.
Fecka i saradnici (2001) su iz ekstrakta ove biljne vrste izolovali i identifikovali
brevifolin-karboksilnu kiselinu, brevifolin, elagniu kiselinu, metil-estar galne kiseline,
galnu i protokatehinsku kiselinu, zatim elagitanine, galotanine i flavonoidne glikozide
(Fecka & Cisowski, 2002). Iz ove biljne vrste izolovan je i okarakterisan novi depsid
erodiol (Slika 3.2.), geraniin, didehidrogeraniin, korilagirQ3yaloil-Sikimska kiselina,
glikozid metil-estra galne kiseline, rutin, hiperin, kverceti®-86"-O-galoil)-glikozid,
izokvercitrin, prosta fenolna jedinjenja (Fecka & Cisowski, 2005) i antocijani (Medrano
et al.,, 1978). Isparljivi sekundarni metaboliti ove vrste nisu ispitivani, sa izuzetkom
jedne publikacije koja se odnosi na ispitivanje hemijskog sastava heksanskog ekstrakta
(Lis-Balchin, 1993).

Primenom ispitivanja citotok&ne aktivnosti, ekstrakE. cicutariumje pokazao
znaajno inhibitorno dejstvo naelijsku kulturu tumorskih, epitelnildelija cerviksa i
netoksénost na nekanceroznéelije (Donaldson et al.,, 2004). Ekstrakt ove biljke
ispoljava antiviralno dejstvo na herpes virus tipa | (Zielinska-Jenczylik et al., 1987),
slabo antiviralno dejstvo na virus ,newcastle” (Zielinska-Jenczylik et al., 1988) i
antioksidantno dejstvo (Sroka et al.,, 1994). Wwdse podatkom o upotrebi u
tradicionalnoj medicini, Lis-Balchin i Hart (1994) su utvrdili da ekstrakt pokazuje
spazmogenu aktivnost i zakljlic da su komponente etarskog ulja nesumnjivo
odgovorne za ispoljeno dejstvo.

3.2.1.10Erodium absinthoides Willd. 1800

Erodium absinthoideg¢Slika 3.4)je viSegodiSnja biljka nativha za jugoistm
Evropu (Petrova & Kozuharov, 1979). U gaoj literaturi ne postoje podaci o
fitohemijskom, bioloSkom, niti o farmakoloSkom ispitivanju vezanom za ovaj takson.
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3.2.2. AMILIUA BRASSICACEAE

KrstaSice (Brassicaceae) predstavljaju jednu od deset ekonomski najvaznijih
biljnih familija (Rich, 1991). Mdu KrstaSicama se nalaze mnoge vrste kmjeek
koristi kao zn#&ajan izvor hrane; to je n#g&e povke, koje ima veliku hranljivu
vrednost, npr. kupus, rotkva, &lea, ren, brokoli, keleraba, karfiol i dr. Ulje i gorke
materije koje se&esto koriste u industrijske i medicinske svrhe, poseduju neke vrste iz
rodovaBrassica,Sinapis RaphanusCamelina,Cochlearia i dr. Mnoge vrste KrstaSica
koriste se od davnina kao ukrasne billke (rodé&ethionema,lberis, Crambe
Cheiranthus Erysimum Hesperis Alyssumi mnogi drugi). (Hemo)taksonomski vazna
karakteristika familije Brassicaceae i nekoliko srodnih familija je prisustvo
glukozinolata u njihovim tkivima (Odeljak 2.2.3) (Al-Shehbaz & Al-Shammary, 1987).

3.2.2.1 Erysmum diffusum Ehrh. 1782

Erysimum diffusun(eng.diffuse wallflower, alpine hedge-mustard; Slika 3et)
dvo- ili viSegodisSnja biljka, rasprostranjena u Evropi, Turskoj, Kavkazu, Jermeniji,
juznim delovima bivSeg SSSR-a. Koristi se u narodnoj medicini i farmaceutskoj
industriji za dobijanje preparata ,erizida“. Sente diffusum sadrzi oko 8%
kardiotonénih glikozida (Khodzhaev et al., 1975), odakle je po prvi put izolovan
steroidni glikozid erizimozid (Slika 3.3.; Maslennikova et al., 1961; Turova, 1964). Ova
biljna vrsta je najintenzivnije proucavana tokom 60- i 70-tih godina proSlog veka, sto je
rezultiralo izolovanjem/identifikacijom kardenolida, odnosno kardenolidnih glikozida
(Abubakirov, 1964; Maslennikova et al., 1967; Navruzova, 1973; Buchvarov, 1979),

o

o

OH
OH o

OH

° Lo

CH,OH OH

Slika 3.3. Steroidni glikozid erizimozid, izolovan iz semdbadiffusumMaslennikova et al., 1961,
Turova, 1964).

sterola (Umarova et al., 1977), fosfolipida (Tadzhibaev et al., 1977), flavonoida
(flavonoidnih glikozida) i masnih kiselina (Clair et al., 1963; Dolya, 1973; Feirsd,
1984). Samo jedna publikacija se odnosi na ispitivanje glukozinolata (glukoiberin i
glukoheirolin, Slika 3.6, str. 32), koji su detektovani u semenu ove biljne vrste (Fahey,
2001).
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3.2.2.2 Hornungia petraea (L.) Rchb. 1837

Hornungia petraege jednogodisSnja biljka rasprostranjena u Evropi, Maloj Aziji
i severnoj Africi (Slika 3.4). Jedina vrsta rod®@rnungiakoja je zastupljena u Srbiji,
gde raste na dva lokaliteta, u okolini NiSa (Sv. Petka, Bela Palanka) i na Kosovu i
Metohiji (kod Ostrovice, SuSica) (Jovan®bunji¢ et al., 1972). Sem dve publikacije
koje se odnose na ispitivanje glukozinolata/izotiocijanata u biljnoj Watchinsia
alpina, nema podataka o fitohemijskom ispitivanju taksona rddenungia, odnosno
Hutchinsia. Naime, ispitivanjem biljne vrstd. alpina (vrsta srodna sH. petraea)
utvrdeno je prisustvo B-fenetil-izotiocijanata i joS jednog, neidentifikovanog
izotiocijanata u semenu (Kjeer, 1953). Koegjem LC-MS metode analize
nehidrolizovanih glukozinolata, Bennett i saradnici (2004) su nedavno identifikovali
nekoliko aromatinin glukozinolata (benzil-, 3-hidroksibenzil-, 4-hidroksibenzil-, 2-
metoksibenzil- i 3-metoksibenzilglukozinolati) u semenu iste biljne vkstalpina).
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Slika 3.4. Izgled (cveta, lista i ploda) biljnih vrs@eranium macrorrhizunigore) iGeranium sanguineum
(dole)
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Slika 3.4. (Nastavak)zgled (cveta, lista i ploda) biljnih vrs@eranium robertianunfgore) iGeranium
columbinun{dole)
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Slika 3.4. (Nastavak)zgled (cveta, lista i ploda) biljnih vrs@eranium lucidunfgore) iGeranium
purpureum(dole)
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Slika 3.4. (Nastavak)zgled (cveta, lista i ploda) biljnih vrs@@eranium phaeur(gore) iErodium
ciconium(dole)
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Slika 3.4. (Nastavak)zgled (cveta, lista, ploda i korena) biljne vrE@dium cicutarium(gore); izgled
(cveta, lista i ploda) biljne vrsterodium absinthoide@lole)
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Erysimum diffusum

Slika 3.4. (Nastavak)zgled (cveta, lista i ploda) biljnih vrsierysimum diffusunfgore) iHornungia
petraea(dole)
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Slika 3.5. CrteZi biljnih vrstaGeranium macrorrhizunfgore levo), Geranium sanguineuifgore desno),
Geranium robertianunfdole levo) iGeranium columbinurdole desno)
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Slika 3.5. (nastavak)Crtezi biljnih vrstaGeranium lucidun{gore levo), Geranium purpureur(dole levo)
i Geranium phaeurfdesno)
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Slika 3.5. (nastavak)Crtezi biljnih vrstaErodium cicutarium(gore levo), Erodium ciconiur{gore desno),
Erysimum diffusur{dole levo) iHornungia petraegdole desno)
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3.3. GLUKOZINOLATI

Prva zapazanja o jedinstvenim svojstvima glukozinolata i izotiocijanata
zabelezena su na gEtku XVII veka kao rezultat nastojanja da se objasni poreklo oStrog
ukusa slaice. Otkrte, prva saznanja o glukozinolatima i wie&nzima mirozinazg
tioglukozidaza) u konverziji glukozinolata u izotiocijanate bili su tema zanimljivog
pionirskog revijalnoglanka Challenger-a (1959). Glukozinolati poznati pod trivijalnim
imenima sinigrin (2-propeniol- ili alil-glukozinolatl07) i sinalbin (4-hidroksibenzil-
glukozinolat, 23) izolovani su joS 30-tih godina XIX veka iz crnBrgssicanigra),
odnosno beleSinapis alba) skice (Tabela 3.4) Prvu opstu, iako netau strukturu
gukozinolata krajem XIX veka predlozio je Gadamer (1897), koji je pogresno zakljuc¢
da je ba@ni lanac povezan sa atomom azota —NCS grupe. Uprkosdeuine
poteSk@ama, predloZzena struktura je pribgaa i verovalo se da jecta, sve dok
Ettlinger i Lundeen (1956a) nisu istakli da se Gadamer-ovom strukturom ne mogu
objasniti odrdena svojstva glukozinolata, ptiemu su predlozili novu, ispravnu
strukturu i opisali prvi hemijsku sintezu glukozinolata (Ettlinger & Lundeen, 1957).
Poslednja nedoumica vezana za opStu strukturu bila je geometrijska izomerija oko C=N
veze, za koju je kristalografskom analizom za sinigrindeno da jeZ- (ili anti-) (Slika
3.6; Marsh & Waser, 1970). Glukozinolati gttioglukozidN-hidroksi-sulfati (takde
su poznati i kao 4)-(ili cis-)-N-hidroksiiminosulfatni estri ili S-glukopiranozil-
tiohidroksimati), sa binim lancem (R) D-glukopiranoznim prstenom vezanim preko
sumpora. Poslednjih 40 godina sprovedena su brojna istrazivanja glukozinolata sa
razlicitih aspekata. Publikovan je niz revijalndtanaka koji se odnose na hemiju i
biologiju glukozinolata (npr. Kjeer, 1961, 1974; Ettlinger & Kjeer, 1968; Kjeer & Olesen
Larsen, 1973, 1976; Underhill et al., 1973; Underhill, 1980; Fenwick et al., 1983; Chew,
1988; Duncan & Milne, 1989; Brown & Morra, 1997; Halkier, 1999; Mithen et al.,
2000) i njihovu distribuciju/nalazenje u bilkama (Rodman, 1981, Holst & Williamson,;
2004; Cartea & Velasco, 2008). Revijatanci sa neSto speaifijom temom odnose
se na indolske glukozide (McDanell et al., 1988), glukozinolate kultivisanih biljaka,
prvenstveno powva iz roda Brassica (Stoewsand, 1995; Rosa et al, 1997),
glukozinolate familije Brassicaceae (Kjeer, 1976), zatim jedinjenja iz brokolija sa
nutraceutikim svojstvima (Moreno et al.,, 2006), gensku uslovljenost biosinteze
sekundarnih metabolita vrst&rabidopsis thaliana (Haughn et al., 1991), dijetalnu
ulogu glukozinolata (Anilakumar et al., 2006), ulogu glukozinolata u odnosimafizme
biljaka i insekata (Zukalova et al., 2002), biologiju i biohemiju ovih jedinjenja (Halkier
& Gershenzon, 2006), bio-protektivho dejstvo (Vig et al., 2009) égnaa zdravlje
coveka (Cartea & Velasco, 2008; Traka & Mithen, 2009), dok se mnoge druge
publikacije odnose na glukozinolate u okviru pojedinih familija ili na spewfaspekte
biologije glukozinolata.

"Treba imati na umu da nisu svim glukozinolatima dodeljena trivijalna imena. Na Slici 3.6, date strukture su
grupisane prema strukturnojcsipsti, odnosno skeletu.
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3.3.1.RASPROSTRANJENOST GLUKOZINOLATA U BILJINOM SVETU

Danas postoji puno podataka u literaturi o glukozinolatima u okviru familije
Brassicaceae, kojtini vise od 350 rodova sa 3000 vrsta. Nekoliko stotina krucifera
koje su do danas ispitane sadrze, tj. sintetiSu glukozinolate (Kjeer, 197@u Me
taksonima familije Brassicaceae, rBrhssica sadrZi veliki broj vrsta konzumiranih od
strane ljudi. Glukozinolati ovog roda oldemi su u revijalnintlancima od strane Kjeer-

a (1974, 1976), Fenwick-a i saradnika (1983), Chew-a (1988), McDanell-a i saradnika
(1988), Duncan-a i Milne-a (1989), Stoewsand-a (1995) i Rosa-e i saradnika (1997).
Glukozinolati niposto nisu ograi@ni na Krstasice; utdeno je prisustvo jednog ili vise
glukozinolata kod najmanje 500 vrsta van familije Brassicaceaé@nd/¢aksona koji
sadrze glukozinolate nalaze se u okviru familija Brassicaceae, Capparaceae |
Caricaceae, od ukupno Sesnaest familija, navedenih u Tabeli 3.3, u okviru kojih je
utvrdeno prisustvo ovih jedinjenja (Rodman, 1981). Sposobnost biosinteze
glukozinolata kori&ena je, uspesno, kao taksonomski vazan marker u reSavanju
filogenetskih problema vezanih za ove taksone (Rodman, 1981, 1991a,b; Mithen et al.,
1987a; Rodman et al., 1993), npr. prisustvo metil-glukozinolata, koji nije gearieod
Brassicaceae vrsta, karaktetisb je za srodne Capparaceae vrste. Glukozinolati sa
glikozilovanom R-grupom javljaju se samo u okviru Resedaceae i Moringaceae. lako je
ideja o specifinosti pojave pojedinih glukozinolata kod réklh taksona intrigantna,

ovaj pristup nije naré@to razraten. Rodman (1981) je petkom 1980-tih zastupao
misljenje da je taksonomska distribucija glukozinolatagmdidobro poznata i d&e se
iznenatuju¢a otkrica vezana za glukozinolate verovatno pojaviti kod manje istrazenih
taksona familija iz tropskih oblasti. Na primer, Euphorbiaceae, velika familija koja je
prvenstveno zastupljena u toplijim krajevima, bila je tada i joS uvek je jedina familija
kod koje taksoni svih rodova, sem jedn@gypetes syn.Putranjiva), imaju mogudost
biosinteze glukozinolata i mirozinaze. #aim, veoma mali broj taksona ove familije

je ispitano na prisustvo glukozinolata od ukupno ca. 5000 vrsta, koliko se procenjuje da
¢ini ovu familiju.

"Rod Brassicaje jedan od oko 350 rodova koliko ih ima u familiji Brassicaceae, koja je, sa druge strane, jedna od 16
familija viSih biljakaciji taksoni sadrze glukozinolate.
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A: Glukozinolati sa sumporom u bo€nom lancu (Alkiltioalkil-glukozinolati)

metil-tio-alkil- metil-sulfinil-alkil- metil-sulfonil-alkil-
n CHas(CHz)n-X CH330(CH2)n-X CH3302(CH2)H-X
2 86 124 -
3 95 73 82
4 84 64 76
5 94 72 81
6 88 67 78
7 87 66 166
8 92 69 80
9 89 68 79
10 85 65 77
11 - 74 -
12 - 63 -
tio-hidroksi-alkil- sulfinil-hidroksi-alkil- sulfonil-hidroksi-alkil-
OH OH OH
~ A/K/\:; ! ~ W33 \“/\/K/\3 5
S X ﬁ X ﬁ X
o} o}
S\/\j’”\/\% EV\)OH\ABZ lj\/\)cm\/\3 !
- X - X el X
o}
tio-okso-alkil- sulfinil-okso-alkil-
0

o) o)
0 03 g\/\/\)l\/\?1
-
/SM\X X
tio-alken- sulfinil-alken- sulfonil-alken-
o) o 181
83 | 63 I
s 7N X
SINN SN X ©/\”
© o
182 [l 75
/\/\S/\/\/\/\/\/\X /ﬁ\/ %
o)

Slika 3.€. Strukturna klasifikacija glukozinolata (Fahey et al., 2001; Clarke, 2010). Struktura glukobrasicin-sulfata
(112 izolovanog iz vrstésatis tinctoria(Elliott & Stowe, 1970) i acetil-derivata glukobrasicirg, (izolovanog iz
Tovaria pendulgSchraudolf & Bauerle, 1986) se smatra nepotpunoiedien (McDanell et al., 1988).

bastavak na sledej strani)

-32-



Opsti deo

A: Glukozinolati sa sumporom u bo€nom lancu (Alkiltioalkil-glukozinolati)

Merkapto-alkil- Cistein-tio-alkil-
¢] NH;
HS\\//\\¢/”\\//£§5 HO\Tr/L\V/S\\//\\¢/”l?1
X X
o]
Desulfanil -
136 HOHQ 135
</s\/\/\ X) H%M/s/s\/\/\x
2
OH
NH, o]
H 187 186
HO N s s
M S/ \/\/\ HO)‘S/\S/ \/\/\X
o OH NH,
o) N
Y

B: Alifatiéni glukozinolati,

nerazgranatih boénih lanaca

51

16

108

13

102

20

167

183

184

C: Alifatiéni glukozinolati,
razgranatih boénih lanaca

)\x 56 /\/Lx 53
\J\X 61 /ﬁ/\x 54
H

X 62 /k/\
X 55
j\ X 151

x 180

\)\/\X 58
\(\/\X 59

D: Olefinski glukozinolati

alkoholi
OH 24a oH 38
\/:\/X MX
OH 24b=165 OH 164
X X

= =

razgranatih i nerazgranatih lanaca

P P 100
X 101

60 NN

/k/x «
S~ 12 NN 19
NN T 177
NN NN 178
7 A N N 179

Slika 3.6(Nastavak
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E: Alifati€ni, razgranati i nerazgranati
alkoholi

X
Ho N 27
HO__~_X 42
/\/\/ X 26
HO
HO S~ 169
//\\V/”\\//”\\//X 170
HO

OH 41 OH 168 X
/K/X \/K/X Ws

OH
OH 39 x \\//l\é?
HO
X OH
31 29
HO HO

/\Q7 P \/’\/X

OH O

H

\\\///\\T//l\\T/J\\V//“\\//X
113

OH OH

F: Alifatiéni ketoni i estri

G: Aromati€ni glukozinolati

X X X
©/ ©/\x ©/\/ ©/\/\x ©/\/\/ /@/\X
MeO
103 1 105 106 104 46

21 32

OH

14 16 114

X X X
X /©/\/ /@/\/
HO HO MeO MeO

OMe
176 139 140

©f\ X X /@/\ X ©j\ X
OH HO OMe

OH

22

44

MeO
X X X
HO MeO MeO
OMe OMe

OH

50

llfe}

Slika 3.€. (Nastaval)

H
©/:\/X
HO

OH
134 122

99

96

97

98

171

172

174

133

Q J@HQ
X
MeO
OMe
45 49
OH OH
MeO MeO

OH
X
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H: a-Hidroksialkil- (Benzoati)

o}

10

117
118
157
158

4?

© X
0N U A~A®WNR|S

o

J: Glikozilovani

ix HEO %ix
° ?f

L

(0]

HOWOH Hgo\%
HO

(o]
HO
109 173

I: Indolski glukozinolati

175

R=H (R)
R=H (S)
R=OH (R)
R=OH (R)

X
HO
(o]
(o]
HOKRC H 75

128
129
130
131

HO OH 119
X
R1 R2 Rs3 R4 Struktura
o acetil- H H H 3
@i R4 H H H H 110
R;0 OR4 H H H OH 137
R0 H  acetil- H H 161
H H acetil- H 162
X
HO R1 R2 Struktura
o S H H 138
HOK,C H OR; H CHs 156
CHs H 155
HO ©O R, CHs CHs 120
e}

Slika 3.€. (Nastaval)
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K: Cimetni glukozinolati

OR;

R1 R2 Struktura
o] o H H 63
Il OH . .
_S % s OH Sinapoil- H 111
\/\/\[r R,0 H Sinapoil- 141
HO3SOH‘N S.inapoi.l- Sinapoil- 142
Glukorafenin (63) Cinamoil- H 145
OR;
o o R1 R2 Struktura
\S/\/\[(S ° H H 82
I R0 Sinapoil- H 143
o) N
HO3SO
Glukoheiralin (82)
OR; R, R> Struktura
H H 40
o) . .
S oPH Clnam0|!- H 144
RO I1zoferuloil- H . 147
OH N H I1zoferuloil- 146
HOsS0Y : :
3 I1zoferuloil- Izoferuloil- 148
Glukobarbatin (40)
QR Ry R Struktura
o H H 133
o I1zoferuloil- H 153
H H 1zoferuloil- 152
Hg:lso"rN Izoferuloil-  Izoferuloil- 154
Glukoarabihirin (133)
OR
HO ' R R> Struktura
° OH H - H
S OH I1zoferuloil- H 188
R0 H I1zoferuloil- 189
H83HSOFN Izoferuloil-  Izoferuloil- 190
R1 R2 Struktura
H H 132
I1zoferuloil- H 191
H I1zoferuloil- 192
I1zoferuloil- Izoferuloil- 193
Glukoarabihirsuin (132)
L: Seleno-glukozinolati
OH OH
¢} e}
\/\H/Se\#ﬁm /\/\[(Se OI?H
HO HO
N\ N\
OSO;H 159 OSO;H 160

Slika 3.€. (Nastaval)

-36 -



Opsti deo

M: Benzoilni glukozinolati

L %zﬁ@

~0sosH 125

QYVW i

ﬁfH@

S0SO;H 126

*@

~0so;H 127

Slika 3.€. (Nastaval)

Tabela 3.3. Familije kod kajih je utvdeno prisustvo glukozinolata

Familija Klasa glukozinolata Glukozinolati
Bataceae | 28, 43
. 1, 5-20, 22-26, 28-48, 50, 51, 53—69, 72-84, 86—
Brassicaceae A= 89, 91-95, 99-107, 111, 112, 114
Bretschneideraceae E, G 14, 31

Capparaceae A B CD,EFG,I
Caricaceae G
Euphorbiaceae C,E
Gyrostemonaceae C
Limnanthaceae E, G
Moringaceae C,EG,J
Pentadiplandraceae G
Phytolaccaceae C,EG
Pittosporaceae G
Resedaceae E G IJ
Salvadoraceae C, G
Tovariaceae C
Tropaeolaceae B,C,EG

12, 13, 23, 24, 28, 29, 43, 47, 48, 51, 52, 54, 56
73, 96-98, 107, 108

11

26, 29, 56

61, 62

31, 45

3,11, 23, 31, 56, 61, 62, 110

11, 49

11, 22, 23, 29, 61

23

4,11, 21-23, 31, 40, 43, 47, 105, 109
11, 23, 56

2,11, 43, 47, 56

11, 16, 23, 31, 46, 56, 61, 62

"Tabelom je obuhv@no 120 glukozinolata, koliko je bilo poznato do 2001. godine (Fahey et al., 2001)
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3.3.2.HEMIJA GLUKOZINOLATA

3.3.2.1. Tipovi glukozinolata

Oko 200 glukozinolata, koliko ih je do sada poznato, deli zajkdrstrukturu
koja se sastoji of-D-glukopiranoznog ostatka povezanog preko atoma sumpog-sa (
N-hidroksiminosulfatnim estrom i R Boim lancem (Slika 3.6) koji nastaje tege iz
jedne od osam aminokiselina. Glukozinolati se mogu klasifikovati prema
aminokiselinskom prekursoru i prema tipu modifikacije R-grupe, tj. prema strukturnoj
slicnosti. Jedinjenja dobijena iz Ala, Leu, lle, Met ili Val pripadaju alifain
glukozinolatima; glukozinolati koji su izvedeni iz Phe ili Tyr klasifikuju se kao
aromattni, dok oni izvedeni iz Trp nazivaju se indolski glukozinolati. cMe
glukozinolata nastaje naknadnom modifikacijom aminokiselinskih prekursora, odnosno
bocnih R-grupa, a nagito veliki broj glukozinolata nastaje brojnim metald&lim
transformacijama metionina kao aminokiselinskog prekursora ovih jedinjenja.
Pomenute transformacije ukljucuju produzavanje R-grupe metilenskim grupama
(homologizaciju), hidroksilovanje)-metilovanje, uvdenje nezasenja, glikozilovanje
i/ili acilovanje.

Do 2001. godine bilo je poznato oko 120 glukozinolata (Tabela 3.4; Fahey et al.,
2001). U istrazivanjima sprovedenim od 2001. godine, kada je publikovan revijalni
¢lanak koji je sumirao do tada poznate glukozinolate, njih 120, identifikovan je izvestan
broj novih glukozinolata, pa se broj poznatih struktura pave sada iznosi oko 200
(Bennett et al., 2004, Bellostas et al., 2007, Clarke, 2010).

Tabela 3.4.Nomenklatura i trivijalna imena glukozinolata identifikovanih kod visih biljaka. Tabelom je
obuhvaeno 120 glukozinolata, koliko je bilo poznato do 2001. godine (Fahey et al., 2001)

R br® Klasa® Glukozinolat
Hemijski naziv Trivijalni naziv
A B C D
1 F 3-Metoksikarbonilpropil- Glukoeripestrin
2 I 1-Acetil-indol-3-ilmetil- 1-Acetil-glukobrasicin
3 J 4-(4’-O-Acetil-a-L-ramnopiranoziloksi)benzil-
4 J 2-(a-L-Arabinopiranoziloksi)-2-feniletil-
5 H 4-(Benzoiloksi)butil-
6 H 2-(Benzoiloksi)etil-
7 H 2-Benzoiloksi-1-etiletil- Glukobenzsisaustricin
8 H Benzoiloksimetil-
9 H 2-Benzoiloksi-1-metiletil- Glukobenzosisimbrin
10 H 3-(Benzoiloksi)propil- Glukomalkomiin
11 G Benzil- Glukotropaeolin
12 D 3-Butenil- Glukonapin
13 B Butil-
14 G 3,4-Dihidroksibenzil- Glukomatronalin
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Tabela 3.4.(Nastavak)

A B C D

15 G 3,4-Dimetoksobenzil-

16 B Etil- Glukolepidiin

17 E 1-Etil-2-hidroksietil- Glukosisaustricin
18 D 6-Heptenil-

19 D 5-Heksenil-

20 B Heksil-

21 G 2-Hidroksibenzil-

22 G 3-Hidroksibenzil- Glukolepigramin
23 G 4-Hidroksibenzil- (Gluko)sinalbin
24a D (2R-2-Hidroksi-3-butenil- Progoitrin
24b D (2S)-2-Hidroksi-3-butenil- Epiprogoitrin

25 E 3-Hidroksibutil-

26 E 4-Hidroksibutil-

27 E 2-Hidroksietil-

28 I 4-Hidroksiindol-3-ilmetil- 4-Hidroksiglukobrasicin
29 E 2-Hidroksi-2-metilbutil- Glukokleomin

30 E 1-(Hidroksimetil)propil-

31 E 2-Hidroksi-2-metilpropil- Glukokonringiin
32 A 3-Hidroksi-6-(metilsulfinil)heksil-

33 A 3-Hidroksi-5-(metilsulfinil)pentil-

34 A 3-Hidroksi-6-(metilsulfonil)heksil-

35 A 3-Hidroksi-5-(metilsulfonil)pentil-

36 A 3-Hidroksi-6-(metiltio)heksil-

37 A 3-Hidroksi-5-(metiltio)pentil-

38 D 2-Hidroksi-4-pentenil- (Gluko)napoleiferin
39 E 2-Hidroksipentil-

40 G (2R-Hidroksi-2-feniletil- Glukobarbarin
41 E 2-Hidroksipropil-

42 E 3-Hidroksipropil-

43 I Indol-3-ilmetil- Glukobrasicin

44 G 2-Metoksibenzil-

45 G 3-Metoksibenzil- Glukolimnantin
46 G 4-Metoksibenzil- Glukoaubrietin
47 I 1-Metoksiindol-3-ilmetil- Neoglukobrasicin
48 I 4-Metoksiindol-3-ilmetil- 4-Metoksiglukobrasicin
49 G 2-(4-Metoksifenil)-2,2-dimetiletil [ili 2,2-dimetil-2-

(4-metoksifenil)etil]-
50 G 2-(4-Metoksifenil)-2-hidroksietil [ili 2-hidroksi-2-(4-
metoksifeniletil)]-

51 B Metil- Glukokaparin

52 D 3-Metil-3-butenil-

53 C 1-Metilbutil-

54 C 2-Metilbutil-
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Tabela 3.4.(Nastavak)

A B C D

55 C 3-Metilbutil-

56 C 1-Metiletil- Glukoputranijivin,
isopropil-

57 E 1-Metil-2-hidroksietil- Glukosisimbrin

58 C 3-Metilpentil-

59 C 4-Metilpentil-

60 D 2-Metil-2-propenil-

61 C 1-Metilpropil- Glukokohlearin,
Glukojiabutin,secbutil-,
2-butil-

62 C 2-Metilpropil- Isobutil

63 A 4-Metilsulfinil-3-butenil- Glukorafenin

64 A 4-(Metilsulfinil)butil- Glukorafanin

65 A 10-(Metilsulfinil)decil- Glukokamelinin

66 A 7-(Metilsulfinil)heptil- Glukoibarin

67 A 6-(Metilsulfinil)heksil- Glukohesperin

68 A 9-(Metilsulfinil)nonil- Glukoarabin

69 A 8-(Metilsulfinil)oktil- Glukohirsutin

70 A 7-Metilsulfinil-3-oksoheptil-

71 A 8-Metilsulfinil-3-oksooctil-

72 A 5-(Metilsulfinil)pentil- Glukoalisin

73 A 3-(Metilsulfinil)propil- Glukoiberin

74 A 11-(Metilsulfiniljundecil-

75 A 4-Metilsulfonil-3-butenil-

76 A 4-(Metilsulfonil)butil- Glukoerisolin

77 A 10-(Metilsulfonil)decil-

78 A 6-(Metilsulfonil)heksil-

79 A 9-(Metilsulfonil)nonil-

80 A 8-(Metilsulfonil)oktil-

81 A 5-(Metilsulfonil)pentil-

82 A 3-(Metilsulfonil)propil- Glukoheirolin

83 A 4-Metiltio-3-butenil- Dehidroerucin

84 A 4-(Metiltio)butil- Glukoerucin

85 A 10-(Metiltio)decil-

86 A 2-(Metiltio)etil- Glukoviorilin

87 A 7-(Metiltio)heptil-

88 A 6-(Metiltio)heksil- Glukoleskverelin

89 A 9-(Metiltio)nonil-

90 A 7-Metiltio-3-oksoheptil-

91 A 6-Metiltio-3-oksoheksil-

92 A 8-(Metiltio)oktil-

93 A 8-Metiltio-3-oksooktil-

94 A 5-(Metiltio)pentil- Glukoberteroin

95 A 3-(Metiltio)propil- Glukoiberverin
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Tabela 3.4.(Nastavak)
A B C D
96 F 4-Oksoheptil Glukokapangulin;
glukopangulin
97 F 5-Oksoheptil Glukonorkapasalin
98 F 5-Oksooktil- Glukokapasalin
99 F 4-Oksopentil- ili 3-(Metilkarbonil)propil-
100 D 1-Pentenil-
101 D 4-Pentenil- Glukobrasikanapin
102 B Pentil-
103 G Fenil-
104 G 4-Fenilbutil-
105 G 2-Feniletil- Glukonasturtiin; fenetil-
106 G 3-Fenilpropil-
107 D 2-Propenil- Sinigrin, alil-
108 B Propil
109 J 2-(a-L-Ramnopiranoziloksi)benzil-
110 J 4-(a-L-Ramnopiranoziloksi)benzil-
111 J 4-Metilsulfinilbut-3-enil-6-sinapoil4D-1-
tioglukozid
112 I 1-Sulfo-indol-3-ilmetil- Glukobrasicin-1-sulfat
113 E 4,5,6,7-Tetrahidroksidecil-
114 G 3,4,5-Trimetoksibenzil-
115 .1Z0"“-Heptil-
116° .120"-Heksil-
117 H 5-(Benzoiloksi)pentil-
118 H 6-(Benzoiloksi)heksil-
119 3-O-Apiozilglukomatronalin
120" 3-O-Apiosilglukomatronalin 3,4-dimetoksibenzoil
estar

*Navedenim brojevima su oztene strukture koje se navode u tekskiasifikacija glukozinolata na
osnovu strukturne siosti (pogledati Sliku 3.6):Strukture nisu okarakterisane u potpunosti (Grob &
Matile, 1980)“Identifikacija ovih jedinjenja navedena u publikaciji Larsen-a i sar. (1992) kao samostalno
prethodno nepublikovani rezultati.

NajviSe su proucavani alifé&mi, c»metiltioalkil, aromaténi i heterocikleni (npr.
indolski) glukozinolati, a tigian primer su oni identifikovani kod paa rodaBrassica
(npr. jedinjenjal2, 23, 24,38, 43, 47,56,61,63,64,72,73,84, 94, 95 100 101,105,

107, Tabela 3.4 i Slika 3.6). Boe lance glukozinolata, nrietim, karakteriSe
raznolikost hemijskih struktura. Jedancimaza klasifikaciju ovih jedinjenja je prema
strukturnoj sknosti na: alkil-, aromatne, benzoatne, indolske, viSestruko
glikozilovane i glukozinolate sa sumporom uc¢hom lancu (Slika 3.6). Najbrojniji
glukozinolati su oni koji sadrze nerazgranate ivaste ugljovodogne nizove. Mnoga

od tih jedinjenja, zatim, sadrze dvostruke veze (olefini), hidroksilne ili karbonilne

grupe, ili kovalentno vezani sumpor r&rlbg oksidacionog stanja. Najge
pojedingna grupa (jedna téea svih glukozinolata) sadrzi atom sumpora ttolg
stanja oksidacije (npr. metil-, tioalkil-, metilsulfinilalkil- ili metilsulfonilalkil- grupa).
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Mala grupa benzil-glukozinolata ima dodatni molekutesa, ramnoze ili arabinoze,
koji je glikozidno vezan za aromani prsten. Funkcija tih $era je nepoznata,
medutim, intresantno je da su ovi glukozinolati prisutni u taksonima dve familije
(Moringaceae i Resedaceae) u okviru kojih se nalazededireéodovi koji se Siroko
koriste zbog svojih farmakoloSkih svojstava. U literaturi postoji, mada joS uvek
nepotvden podatak, da pentoza, apioza, moze biti povezana &a nac (R)
hidroksibenzil-glukozinolata kod vrstdesperis matronalifBrassicaceae) (Larsen et
al., 1992; Halkier, 1999). Pored toga, afine broj uokiajnih glukozinolata supstituisan

je na tioglukozidnom jezgru sinapoil- i cinamoil-solima i estrima (Linscheid et al.,
1980;. Sakushima et al., 1995). Bjerg i Sgrensen (1987) tvrde da cinamoil-derivati
glukozinolata previduju kod nekih biljaka, odnosno delova biljaka i predstavljaju
hipotettke strukturep-kumaroil-, kafeoil-, feruloil-, sinapoil- i izoferuloil-glukozinolata

sa fenilpropenil-jezgrom, estarski vezanim za molé&figlukoze na polozajima C-2'
C-6'. Osim nekoliko izuzetaka, konfiguracija hiralnih centara éeineg broja struktura
datih na Slici 3.6 nie oddena. U Tabeli 3.5 je dat pregled
detektovanih/identifikovanih glukozinolata u taksonima rodémggsimumi Hornungia.

3.3.2.2. Sinteza glukozinolata

lako su metode za sintezu brojnih glukozinolata (npr. benzil-, metil-, fenetil-, 2-
propenil-, 3-butenil-) publikovane pre vise od 40 godina (Ettlinger & Lundeen, 1957;
Benn, 1963, 1964a—c; Benn & Ettlinger, 1965; Benn & Yelland, 1967; Kjeer & Jensen,
1968; Matsuo, 1968), ta jedinjenja nisu rutinski sintetisana, niti je njihova sinteza
jednostavna. Nedavno su Rollin i saradnici (Viaud & Rollin, 1990; Viaud et al., 1992;
Chevolleau et al.,, 1993; Gardrat et al., 1993) izvrSili sintezu indolskih glukozinolata.
Sinteza gramskih kalina fenetil-glukozinolata opisana je 1980. godine (Gil &
MacLeod, 1980e). Razvijena je sinteza, tekogramskih kodina sinigrina (Abramski
& Chmielewski, 1996) i miligramskih kalina etil-glukozinolata (Keller et al., 1984).
Prva sinteza (miligramskih kélna) wmetiltioalkil-glukozinolata, 2-metil-tioetil-, 3-
metiltiopropil- i 4-metiltiobutil-glukozinolata opisana je od strane Mavratzotis-a i
saradnika (1996). Sinteza-glukozinolata (npr. anomera prirodnih fenil-, benzil-, 2-
fenetil 1 indol-3-ilmetil-glukozinolata, kao iH)-stiril-glukozinolata cije prisustvo u
prirodi nije utvideno) opisana je od strane Blanc-Muesser-a i saradnika (1990). Ostali
analozi (npr. deoksiglukotropeolini i 2-fluoro-2-deoksiglukotropeolini) sintetisani su da
bi se utvrdila uloga hidroksilne grupe na C-2 ugljeniku za vezivanje glukozinolata i
mirozinaze, ali i radi proucavanja mehanizma ove reakcije (Cottaz et al., 1996, 1997).
Lazar i Rollin (1994) su sintetisali analog glukozinolata u kojem je anjonska OSO
grupa zamenjena ORDO grupom, kako bi se pratila kinetika hidrolize katalizovane
mirozinazom. Nedavno, Aucagne i saradnici (1999) su izvestili da je izvrSena sinteza
»C-glukotropeolina“, benzil-glukozinolata kod kojeg je tioglukozidni atom sumpora
zamenjen ugljenikom. Rollin i saradnici (Blanc-Muesser et al., 1990;. Josipa & Rollin,
1993a,b; Lazar & Rollin, 1994; Cottaz et al., 1996, 1997; Aucagne et al., 1999) su
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razvili novi pristup sintezi prekursora glukozinolata kojim se mogao prosiriti broj i vrsta
dostupnih sintetkih jedinjenja (Cassel et al., 1998). Glukorafanin, glukozinolat koji je
najinteresantniji sa nutricionigikie tatke gledista, do sada jo$ nije sintetisan, ali je
sinteza smeSe glukorafanina i sulforafana dobijena kontrolisanom oksidacijom
glukoerucina (lori et al., 1999), kao i serija sintetskih analoga sulforafana (Posner et al.,
1994).

3.3.2.3. Biosinteza glukozinolata

Vecina onoga Sto se zna o biosintezi glukozinolata temelji se na ispitivanju
Underhill-a i saradnika (Underhill et al., 1973) i skorijih getieki ispitivanja Mitchen-
a | saradnika (Dawson et al.,, 1993; Magrath & Mithen, 1993; Magrath et al., 1993,
1994; Parkin et al., 1994; Mithen et al., 1995b; Toroser et al., 1995; Giamoustaris &
Mithen, 1996). Rezultati ovih istrazivanja pruzajuste dokaze da se elongacijabi
lanaca aminokiselina (npr. homolozr-aminokiselina koji nastaju iz udiajnih
aminokiselina adicijom acetata (acetil-CoA) neketo-kiselinu i dekarboksilacijom;
Sema 3.1), deSava pre S-glikozidacije, dok do modifikacijéniholanaca (npr.
uvodenje nezasenja, hidroksilovanje) najverovatnije dolazi nakon vezivanja
glikozidnog ostatka. Retni korak u biosintezi glukozinolata je, kao i kod cijanogenih
glikozida, N-hidroksilovanje prekursora aminokiselina, za kojom sledi dekarboksilacija
u aldoksim. Ukratko, opSte prihéen model biosinteze glukozinolata ukljucuje tri
glavna koraka: (a) elongacija dwg lanca (Sema 3.1), (b) vezivanje glikozidnog
ostatka (Sema 3.2) i (c) modifikacijadmng lanca (Sema 3.3).

sinteza glukozinolata

T

COO” R COO
R
NH3* NH3*
l dezaminacija Ttransaminacija
COO” R COO
R/\[( W
O O
o /
I " CO, . .
H;C—CSCoA kondenzacija CIKLUS oksidacija -
ELONGACIJE dekarboksilacija
it o coo
R/\EOH izomerizacija . R/I
COO” HO COO
2-derivat jabucne kiseline 3-derivat jabucne kiseline

Sema 3.1.Ciklus elongacije bo¢nog lanca aminokiselina u biosintezi glukozinolata. llustracija prvog
stepena elongacije. Tri osnovna koraka sj:kéndenzacija sa acetil-SCoAjj)(izomerizacija i ifi)
oksidacija-dekarboksilacija (Halkier & Gershenzon, 2006).

Prvi dokazi o elongaciji lanca kod alif&ih glukozinolata dobijeni su pre
gotovo 50 godina inkorporacijom radioizotopa ugljenika u glukozinolate rena, salate-
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potosnice i vodenog rena koji su tretirafiC-aminom i **C-acetatom (Underhill et al.,
1962;. Chisholm & Wetter, 1964).

/COOH /COOH CO,
Q] O]
R—CH — R—CH J» R—C—NOH L’
\ \ H
NH, NHOH
aldoksim
OH _ SH
- —>SH R—CH
R—C—/N \
H \ -
(o]

_aci-nitro jedinjenje

SH SH

/ UDP-Glc PAPS

R—CH == R—C -

\ N\ /

NO NOH R—c OH
L A\Y
N—OSO5
Hidroksiminska kiselina Desulfoglukozinolat Glukozinolat

Sema 3.2Biosinteza glukozinolata (Fahey et al., 2001)

Kasnija ispitivanja vrstéArabidopsis thaliana Brassica napusdnose se na
genetsku odrenost varijacije duzine Boog lanca glukozinolata. Ova studija je dovela
do mapiranja odienog broja Gsl-elond lokusa, alelskih varijacija za koje se
pretpostavlja da oddeju duzinu lanaca kod glukozinolata (Magrath et al., 1994;
Mithen & Campos, 1996).

S
Metiltioalkil- \s/\/H}r Gl
glukozinolat N|

Glc .
l AOP2 | alkenil-
N lukozinolat
S0soy g
S
Metilsulfinilalkil- \s/\/H}r S6le
glukozinolat Il |

o N AOP3
~osoy \
S\
l HOW\/HW/ Gle  hidroksialkil-

N glukozinolat

o ~0soy
Metilsulfonilalkil- 1 S e
glukozinolat n|

[l

° N\oso3'
Sema 3.3.Neke od uoldiajenih sekundarnih, oksidativnih transformacija metioninskih glukozinolata.
AOP2 i AOP3 predstavljaju dioksigenaze koje katalizuju reakcije ovog tipa Ambidopsisvrsta.
Identifikovani su glukozinolati sa ugljovod@nim lancima raztitih duzina (Slika 3.6): za metiltioalkil i
metilsulfonilalkil-, n=1-10; za metilsulfinilalkil-, n=1-12; za alkenil-, n =1@#alkier & Gershenzon,
2006).

" o-ketoglutarat-zavisne dioksigenaze (AOP2 i AOP3) katalizuju konverziju metilsulfinilalkil- u alkenil-, odnosno
hidroksialkil-glukozinolate (Kliebenstein et al., 2001, 2005).
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Vezivanje glikozidnog ostatka je inicirano konverzijom proteinskih
aminokiselina (npr. alanin, metionin, valin, leucin ili izoleucin za afife]j fenilalanin
ili tirozin za aromatine i triptofan za indolske glukozinolate) ili aminokiselina
produzenih lanaca (npr. mnogi prekursori alfiaith glukozinolata kao Sto su homo-
metionin, dihomo-metionin, trihomo-metionin) do aldoksima (Kjeer & Olesen Larsen,
1973, 1976; Halkier & Du, 1997; Halkier, 1999; Mithen et al., 2000). Tek je nedavno
dobijen uverljiv dokaz - citohrom P450 Kkatalizuje konverziju aminokiselina u
aldoksime, proces za koji je dugo poznato da je neophodanjetakdikama koje
sintetiSu cijanogene glikozide (Hull et al., 2000; Wittstock & Halkier, 2000).
Biosintetski koraci nakon formiranja aldoksima, najverovatnije, ukljucuju konverziju u
tiohidroksiminsku kiselinu, uwienje tioglukozidnog sumpora iz cisteirf;glukozil-
transfer sa UDP-glukoze (UDP-GIc ili UDPG) i sulfonovanje visoko-energetskim
sulfatnim donorom 3'-fosfo-adenozin-5'-fosfosulfatom (PAPS) (Underhill, 1980;
Haughn et al., 1991; Reed et al., 1993; Bennett et al., 1993, 1995; GrootWassink et al.,
1994; Halkier & Du, 1997; Du & Halkier, 1998; Witczak, 1999; Halkier, 1999; Mithen
et al., 2000). Ne postoje biohemijski dokazi za predlozene intermedijereiuzme
aldoksima i tiohidroksiminske kiseline, niti je izvrSeno dséavanije ili karakterizacija
enzima ukljucenih u ove proceseés-glukozidacija tiohidroksiminske kiseline u
desulfoglukozinolat katalizovana  je enzimom UDPG: tiohidroksimat
glukoziltransferaza. Ovaj enzim je izolovan i @igéen iz vrstaBrassica napusB.
juncea, B. oleracea iArabidopsis thaliana (Jain et al., 1990b; Reed et al., 1993;
GrootWassink et al., 1994; Guo & Poulton, 1994). Oba enzima izolovdhadieracea
i B. napusimaju visoku specitinost na supstrat-tiohidroksimat, ali i veoma malu
specifcnost kada je u pitanju boi lanac strukture. Poslednji korak u formiranju
glukozinolata je sulfonovanje desulfoglukozinolata. Ova reakcija je katalizovana
enzimom 3'-fosfoadenozin 5'-fosfosulfat (PAPS): desulfoglukozinolat sulfotransferaza.
| ovaj enzim je izolovan, pt&cen i okarakterisan, ali je izuzetno nestabilan i ima
veoma varijabilnu specifnost prema supstratu (Glendening & Poulton, 1988; Jain et
al., 1990a).

Tacan mehanizam modifikacije Bboog lanca glukozinolata predstavlja polje sa
puno nagdanja, a malo eksperimentalnog rada. Pretpostavlja se da inicijalna oksidacija
sumpora na hmom lancu metionina i njegovih homologa daje veliki broj metilsulfinil-

i metilsulfonil-glukozinolata. Istrazivka grupa Mithen-a je predlozila model
modifikacije b&nog lanca alifatinih- i alkiltioalkil-glukozinolata na temelju alelnih
varijacija tri lokusa:Gsl-oxid, Gsl-alk i Gsl-oh, Sto rezultuje oksidacijom (metiltio-
grupa), uvdenjem nezasenja (iz alkil- u alkenil- bé&ni lanac), odnosno
hidroksilovanjem (alkenil-grupa) (Parkin et al., 1994; Mithen et al, 1995b;
Giamoustaris & Mithen, 1996). Verovatno semliprocesi hidroksilovanja, udenja
nezastenja i oksidacije deSavaju i kodtvastih b@nih lanaca, aromainih i indolskih
glukozinolata, s obzirom da ova jedinjenja predstavljaju grupu koji je strukturno veoma
slicna alifaténim glukozinolatima, izuzimajuc¢ desetak aromatnih i indolskih
glukozinolata koji su jednostruko ili viSestruko metoksilovani. Tako je
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pretpostavljeno da benzoiloksialkil-glukozinolati nastaju kombinacijom hidroksialkil-
glukozinolata sa benzoevom kiselinom (Mithen et al., 2000).

3.3.3.ENZIMSKA HIDROLIZA GLUKOZINOLATA

Glukozinolati su vrlo stabilni prekursori izotiocijanata rastvorljivi u vodi i
obicno su u svezim billkama prisutni u 4 kolicini u odnosu na izotiocijanate.
Ekstrakcija glukozinolata pod strogo kontrolisanim uslovima kojima se oegbe
iscrpljenje biljnog materijala, a izbegava hidréhd dejstvo mirozinaza pokazala je da
neke biljke sadrze gotovo isk§iivo glukozinolate, a ne i izotiocijanate (Fahey et al.,
1997). Mehartkim povrefivanjem biljke, zvakanjem svezih biljaka (npr. péap ili
povretivanjem biljnog tkiva uzrokovanog nagtgnjem ili mrznjenjem u toku
kultivisanja, berbe, transporta i obrade (Bones & Rossiter, 1996; Rosa et al., 1997)
dolazi do hidrolize relativno nereaktivnin glukozinolata do izotiocijanata (Bones &
Rossiter, 1996; Rosa et al., 1997). Ovo @tge tkiva oslobda enzim mirozinazu (EC
Dugo se mislilo da je ovaj enzim lokalizovan u specijalizovanim ,mirozinskim*
¢elijama (Bones & Iversen, 1985; Bones et al., 1991; Drozdowska et al., 1992).

Mnostvo histoloskih i imunohemijskih dokaza (Luthy & Matile, 1984; Lenman
et al., 1990; Bones, 1990; Bones et al., 1991; Hoglund et al., 1991; Bones & Rossiter,
1996), mdutim, upuéuje na to da je ovaj enzim & lokalizovan unutar vodenih
vakuola. S obzirom da je prisutan u zrelom, neaktivnom semenu, ostaje nereseno pitanje
o lokalizaciji enzima u tim organima.

Pre nekoliko godina mirozinaza je sekvencionirana (Xue et al., 1992; Henrissat
et al.,, 1995; Rask et al, 2000), a atma je i njena struktura kristalografskom
analizom (Burmeister et al., 1997, 2000). To fdioglukozidaza sa primarnom
strukturom (sekvenca aminokiselina) jak@mstim enzimima glukozil-hidrolazama (EC
3.2.1- 3.2.3). Izgleda da je neophodno prisustvo hidroksilne grupe na C-2 polozaju
glukoze da bi se enzim vezao za supstrat. U aktivnom centru enzima nalazi se jedan
nukleofilni glutamat (Glu426), neophodan za katélii aktivnost, za razliku od dva
glutamata u aktivnim centrima grupe enzimaDiglikozidaza (Cottaz et al., 1996).
Nakon hidrolittkog raskidanja/-glukozil-ostatka, sulfatni ostatak se neenzimski
oslobata u obliku tiohidroksamaB-sulfonata i kod alifatinin i kod aromatinih
glukozinolata. PremeStanjem nastalog nestabilnog intermedijera nastaju izotiocijanati ili
drugi proizvodi degradacije (npr. tiocijanati, nitrili, epitionitrili, oksazolidin-2-tioni) na
nain koji zavisi od supstrata-glukozinolata, kao i od uslova odigravanja enzimske
reakcije (npr. pH, prisutnost Fdli epitiospecifinog proteina) (Sema 3.4).
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Sema 3.4Enzimska hidroliza glukozinolata. Uglastim zagradama sucennaestabilni intermedijeri.

Kinetika enzimske reakcije mirozinaze veoma se razlikuje od vrste do vrste, a u
istoj biljci se moze na i viSe forma ovog enzima (James & Rossiter, 1991). Osim
biljnih, postoje gljivtne (Reese et al.,, 1958; Ohtsuru & Hata, 1972) i bakterijske
mirozinaze (npr. kodnterobacter cloacgeTani et al.,, 1974). Mirozinaze su, takode,
prisutne u mnogim bakterijama koje se i povezuju sa ljudskom i zivotinjskom
crevnom mikroflorom (Campbell et al., 1987; Diedrich & Kujawa, 1987; Nugon-
Baudon et al., 1988, 1990; Rabot et al., 1993) i u krucivornim vaSima (koje se hrane
samo KrstaSicama)Brevicoryne brassicaei Lipaphis erisimi (MacGibbon &
Beuzenberg, 1978). Raniji podaci o postojanju aktivnostngji mirozinazama kod
sisara (Goodman et al.,, 1959) najverovatnije predstavlja aktivnost crevne mikroflore
(Oginsky et al., 1962; Rabot et al., 1993; Shapiro et al., 1998; Getahun & Chung, 1999).
Mirozinaze se mogu aktivirati dejstvom askorbinske kiseline, a u nekim slucajevima
enzim je skoro neaktivan u odsustvu ovog jedinjenja (Shikita et al., 1999). Aktivacija
mirozinaza nije posledica redoks reaktivnosti askorbinske kiselidesevpretpostavlja
da ovaj molekul predstavlja nukleofiinu kataltu grupu (Ettlinger et al., 1961,
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Burmeister et al, 2000). Aktivacija enzima askorbinskom kiselinom je
.-nekompetitivna®, tj. askorbat povava i maksimalnu brzinu My i Michaelis-
Menten-ovu konstantu (§ glukozinolatnog supstrata (Shikita et al., 1999).

Mirozinaze su izolovane, pt&cene i okarakterisane iz bele @te (Sinapis
alba; Bjorkman & Janson, 1972; Palmieri et al., 1986), vrtne sdlaf@dium sativum
Durham & Poulton, 1989), slwe (Brassica juncea; Ohtsuru & Hata, 1972), uljane
repice Brassica napusLonnerdal & Janson, 1973), zatim iz vri$éasabia japonica
(Ohtsuru & Kawatani, 1979) i joS nekoliko biljnih vrsta. Tdkge publikovano da se
enzim nalazi i u vegetativhim organima (lversen & Baggerud, 1980; El-Sayed et al.,
1995) i klicama (Shikita et al., 1999) vrdRaphanus sativusPoznato je da postoje
velike varijacije u specitnoj aktivnosti mirozinaze kod raiiih krucifera; Wilkerson i
saradnici (1984) su ispitali dvanaest vrsta paviz porodice Cruciferae (kineski,
crveni, beli iSavoykelj, rotkvica, salata-potmica, prokelj, karfiol, brokoli, rotkva i
bela rotkva) i utvrdili da se spedcifia aktivhost delintino pre&iS¢ene mirozinaze kie
od 0,3 mmol/min/mg proteina kod salate-gotice do 10,5 mmol/min/mg proteina kod
rotkve (Wilkinson et al., 1984). Specifia aktivhostiste mirozinaze iz klica rotkve je
280 mmol/min/mg proteina sa sinigrinom kao supstratom (Shikita et al., 1999).
Bjorkman i Lonnerdal (1973) su odredili diferencijalnu aktivhost mirozinaze na Sest
razlicitih glukozinolatnih supstrata. Nakon konzumiranja glukozinolata od strane
coveka, aktivnosirtioglukozidaza crevne mikroflore je u velikoj meri odgovorna za
degradaciju glukozinolata u izotiocijanate (Shapiro et al., 1998; Getahun & Chung,
1999). Skni rezultati su, takée, dobijeni u brojnim studijama na zivotinjama, npr. kod
kokoSaka (Campbell et al., 1987), pacova (Diedrich & Kujawa, 1987; Nugon-Baudon et
al., 1990) i kod gnotobiaikih zivotinja koje opstaju kao meSane populacije ili
samostalni bakterijski sojevi u ljudskim fekalijama (Nugon-Baudon et al., 1990; Rabot
et al.,, 1993). Gotovo celokupna hemoprotektivnha aktivnhost krucifera (Odeljak 3.3.7)
potice od ovih izotiocijanata. Z&ajni napori su ulozeni u ispitivanje katabolizma
glukozinolata od strane mikroba (Brabban & Edwards, 1994).

3.3.4.5ADRZAJ GLUKOZINOLATA U BILJKAMA

Sadrzaj glukozinolata u nekim tkivima kdtassica powa iznosi oko 1% od
suve mase (Rosa et al., 1997), mada sadrzaj moze biti veoma promenljiv (Kushad et al.,
1999; Farnham et al., 2000) i d@sttak 10% u semenu nekih biljaka (Josefsson,
1970). Vetina vrsta sadrZi ografeén broj glukozinolata (izvestan broj vrsta sadrzi
samo jednu, dok v#na sadrzi 2-5 razlitih struktura), a moze ih biti i znatno viSe (u
semenu i listu viSe eko-tipova vrsfgabidopsis thaliana identifikovana stak 34
razlicita glukozinolata; Hogge et al., 1988; Haughn et al., 1991; Clarke, 2010;
Kliebenstein et al., 2001). Raspodela glukozinolata po biljnim organima jéitegztia
kvantitativnim i kvalitativnim razlikama u korenu, listu, stabljici i semenu, npr. seme ili

" Sadrzaj glukozinolata u semeMoringa oleiferaiznosicak 26% u odnosu na suvu masu (Bennett et al., 2003).
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mladi izdanci brokolija Brassica oleraceavar. italica) mogu sadrzati 70 — 100mol
glukozinolata po gramu sveze mase koji se sastoje gotovo iskljud alifaténih
glukozinolata glukorafanina, glukoerucina i glukoiberina sa < 1% udela indolskih
glukozinolata (Fahey et al., 1997). Od kasne vegetativne do reproduktivne faze razvoja,
isti kultivar moze sadrzati ukupno samo oko 1 pdol glukozinolata po gramu sveze
mase, sa alifathim i indolskim glukozinolatima u otprilike jednakim k&hama
(Fahey et al., 1997; Fahey & Stephenson, 1999). Glukoziratioko 0,05 - 0,1% od
sveze mase brokolija ili oko 50 — 100 mg glukozinolata na 100 g mase (Kushad et al.,
1999; Farnham et al., 2000). Iz ovoga se moze zatklg& je starost, odnosno faza
razvoja najbitniji faktor koji utie na kvalitativni i kvantitativni glukozinolatni profil

kod biljaka. EkoloSki faktori, kao Sto su plodnost tla (Booth & Walker, 1992; Fahey &
Stephenson, 1999), uticaj patogena (Butcher et al., 1974), dvamg (Bodnaryk,
1992) ili regulatori biljnog rasta (Bodnaryk, 1994; Bodnaryk & Yoshihara, 1995),
takode, imaju znd&ajan uticaj na sadrzaj odienih glukozinolata kod biljaka i mogu
uticati na raspodelu istih po biljnim organima.

3.3.4.1. Posebne odlike indolskih glukozinolata

Izotiocijanati koji nastaju degradacijom indolskih glukozinolata su nestabilni i
spontano se razgtaju dajud indol-3-karbinol, indol-acetonitril, tiocijanatne jone i 3,3'-
diindolilmetan. Indol-3-karbinol se zatim u stomaku, nakon konzumiranja, moze
spontano kondenzovati, pri kiselim uslovima u zelucu, formirggdinjenja koja su
veoma skna 2,3,7,8-tetrahlordibenzm-dioksinu (TCDD, ili dioksin) po strukturi,
toksiknosti i kancerogenosti (Bjeldanes et al.,, 1991). Uprkos doésti metabolita
indolskih glukozinolata, a na&mo indol-3-karbinola, ispitano je njihovo protektivho
dejstvo na pojavu raka (npr. Bradlow et al., 1991; Coll et al., 1997; Kim et al., 1997,
Broadbent & Broadbent, 1998a,b; Fenwick et al., 1983; McDanell et al., 1988; Rosa et
al., 1997; Stoewsand, 1995).

3.3.4.2. Anti-nutricionisti¢ki~ i goitrogeni efekti glukozinolata

Hidrolizom S-hidroksialkenil-glukozinolata (npr. progoitrin epiprogoitrin),
nastaju F-hidroksialkenil-izotiocijanati. Ova jedinjenja spontano ciklizuju i daju
oksazolidin-2-tione koji mogu imati goitrogeni uticaj na sisare, sto je po prvi gehao
kod ze&eva i opisano kao ,gusavost izazvana kupusom® od strane Vebslesnija
(Webster & Chesney, 1930). ,Antinutricioni&ta“ priroda A-hidroksialkenil-
glukozinolata obrdivana je u radovima Bille-a i sar. (1983), Vermorel-a i sar. (1988),
Mawson-a i sar. (1993a,b; 1994a,b; 1995a,b) Yong-Gang-a i sar. (1993), kao i u nesto
opSenijim preglednim radovima Fenwick-a i sar. (1983), Rosa-e i sar. (1997) i Griffiths-
aisar. (1998). Hibridna sorkanola jedne od najvaznijih uljarica u svetu, uljane repice
(Brassica napushastala je kao rezultat napora kojim je goitrogenost ove vrste svedena

" Anti-nutrijenti su supstance koje umanjuju apsorpciju, tj. ometaju varenje konzumirane hrane.
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na minimum.Kanola (termin nastao od engleskiltirgCanadian® i ,0il) je razvijena
1970-tih godina u programu oplemenjivanja biljla u svrhu razvoja novih sorti uljane
repice sa niskim sadrzajem glukozinolata i erucke kiseline. Seme kanole sadrzi oko 40%
ulla i prema pozitivnim zakonskim propisima ne sme sadrzati viSe od 2% erucke
kiseline; ostatak nakon ekstrakcije ulja se koristi ka@énstohrana prcemu sadrzaj
glukozinolata ne sme biti ¥eod 30 mmol/g.

3.3.4.3. Prirodni izotiocijanati van biljnog carstva

lako je poznato da su izotiocijanati prisutni van biljnog carstva (mgo.bis-
izotiocijanati dugih lanaca iz morskih stera; Karuso & Scheuer, 1987), pretpostavlja
se da biosintetski put, u ovom sluc¢aju, ne ide preko glukozinolata (Hagadone et al.,
1984). Dugo je poznato da izotiocijanati iz gljiva imaju antibiotsko dejstvo (npr.
paulomicin); njihova biosinteza, tafte, ne ide preko glukozinolata (Wiley et al., 1986).

3.3.5.BIOTI CKA INTERAKCIJA GLUKOZINOLATA | IZOTIOCIJANATA

Decenijama je poznata antibakterijska (Kjeer & Conti, 1954; Prochazka &
Komersova, 1959; Virtanen, 1962; Wagner et al., 1965; Dornberger et al., 1975; Johns
et al., 1982; Uda et al.,, 1993; Brabban & Edwards, 1995; Delaquis & Mazza, 1995;
Hashem & Saleh, 1999; Lin et al., 2000) i antifungalna (Drobinca et al., 1967; Kojima
& Ogawa, 1971; Mari et al., 1993; Delaquis & Mazza, 1995; Mayton et al., 1996;
Manici et al., 1997; Hashem & Saleh, 1999) aktivnost glukozinolata/izotiocijanata.
Izotiocijanati su naSli primenu u poljoprivredi, gde se koriste za dobijanje brojnih
agrohemikalija za antifungalnu i antihelmintsku primenu (Posner et al., 1994; Arnold et
al., 1995; Lieber & Slutkin, 1962). Aktivnost izotiocijanata, npr. sulforafana, prema
brojnim patogenim mikroorganizmima (ngscherichia coli Salmonella typhimurium
Candida sp.) u najmanju ruku doprinosi lekovitim svojstvima koja se pripisujlutygpovr
iz porodice KrstaSica, kao Sto su kupus icisla, koje se vekovima koriste zbog
antikancerogenih svojstava i kao sredstva za zaceljivanje rana (Hartwell, 1982).
Aktivnost protiv Sirokog spektra gljignih i bakterijskih biljnih patogena je udena i
veoma opSirno proucavana (Brown & Morra, 1997; Rosa & Rodrigues, 1999).

Antagonisttke interakcije izméu biljaka koje sadrze glukozinolate i drugih
organizama nisu ogramne na mikrobe, jer je utiena nematocidalna aktivnost
glukozinolata (Lazzeri et al.,, 1993; Mayton et al., 1996) i da @dviasekte iz reda
Trichoptera, puzeve i rakove iz reda Amphipoda od hranjenja biljkom (Newman et al.,
1992). Jedna od slozenijih interakcija glukozinolata, odnosno izotiocijanata i okoline je
njihovo alelopatsko dejstvo na biljne zajednice koje rastu u neposrednoj blizini (npr.
Brown & Morra, 1995; Charron & Sams, 1999, Smith, 2000). Rezultati dugogodiSnjeg
nauog istrazivanja iz ove oblasti sumirane su u publikovanom pregledfanku
Brown-a i Morra (1997). Opste je poznato dejstvo glukozinolata u odbrani od biljojeda,
a vrlo je verovatno da imaju ulogu u prepoznavanju billke ddrmaaod strane
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specijalizovanih predatora, tj. ujedno se ponasaju kao insekticidi i atraktanti (Rodman &
Chew, 1980; Louda & Rodman, 1983; Mithen et al., 1986, 1987b;. Hammond & Lewis,
1987; Louda et al., 1987; Tsao et al., 1996; Rask et al., 2000). Na primer, glukozinolati
predstavljaju atraktante koji privla insekte, ukljucujuc Pieris sp. gusenice i ostale
specijalizovane insekte koji se hrane bilkama (nplutella sp., insekti familija
Curculionoidea i Chrysomelidae), koji su diferencijalno stimulisani da se hrane
pojedinim glukozinolatima (Renwick et al., 1992). Specijalni tarzalni hemoreceptori
larva razl€ito reaguju na glukozinolate i odgovarajuce aglikone (npr. izotiocijanat), pa
Zzenke koriste tragove glukozinolata u izboru odgovaiajbdjaka (Rodman & Chew,
1980). Odrdeni glukozinolati predstavljaju snazne stimulanse za hranjenje, Sto je
utvrdeno kod billke doména Hesperis matronalisi monofagih vrsta rilaSa
(Ceutorhynchus inaffectatuéLarsen et al., 1992). Mac-Gibbon i Beuzenberg (1978) su
uocili intenzivhu mirozinazama sihu aktivnost u pojedinim zonama u crevima vasi
Brevicoryne brassicge Sto je, verovatno, posledica bakterijske aktivnosti. Kod
Spodoptera frugiperdaTrichoplusia niindukovana je aktivnhost zastitnih enzima, kao
Sto je glutation-transferaza, hranjenjem alil- i benzil-izotiocijanatom (Chew, 1988).
Ispitivanje Mithen-a i saradnika (1995a) pruza uvid o uticaju genetskih modifikacija
biljne hemije (npr. sadrzaj glukozinolata) na interakcije biljka-biljojed. ViSe podataka o
interakciji biljaka koje sadrze glukozinolate i herbivora moze sewneadovima Chew-

a (1988), Rask-a i saradnika (2000), kao i u revijalngamku Brown-a i Morra-e
(2997).

3.3.6.1ZOLOVANJE | ANALIZA GLUKOZINOLATA

3.3.6.1. Raniji radovi na izolovanju i kristalizaciji

Prvi radovi na izolovanju glukozinolata izvrSeni su 60- i 70-tih godina XX veka
koris¢enjem iskljutdvo metode tankoslojne hromatografije (TLC) (Greer, 1962,
Bjorkman & Janson, 1972). Ta#e je kori€ena elektroforeza u kombinaciji sa
hromatografijom na papiru, ali uz izvesne komplikacije i niske prinose (Elliott & Stowe,
1970; Wetter & Dyke, 1973; Olsen & Sgrensen, 1980a). Ovi radovi su sumirani u
revijalnom ¢lanku Olsen-a i Sgrensen-a (1981). Za izolovanje indolskih i aril-
glukozinolata koriéen je kiseli aluminijum-oksid u kombinaciji sa jonoizmenjkam
hromatografijom na DEAE-Sephadex-25 smoli (Hanley et al, 1983) il
hromatografskim razdvajanjem na osnovu dmeé cestica na G10 Sephadex-u (Hanley
et al.,, 1984). Odtni rezultati u preparativnom izolovanju raitiih glukozinolata iz
ekstrakata kor&enjem ekstrakcije navrstoj fazi (SPE) reversne polarnosti (C-18) ili
flash-hromatografske reversno-fazne tehnike opisani su od strane Bjerg-a i Sgrensen-a
(1987) i Peterka-e i Fenwick-a (1988). &i&im, nedostatak ovih radova je u tome Sto
se u veéini slucajeva ne dobijajisti i kristalni proizvodi. Thies (1988) je opisao
metodu po Kkojoj se mogu brzo dobiti gramske dioé glukozinolata — u ovoj
publikaciji se nalaze eksplicitni i lako razumljivi propisi za izolovanje dva glukozinolata
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(sinigrin i glukotropeolin), méutim, kristalizacija drugih glukozinolata je
problemaittna i daje slabe rezultate. Prema tome, vrlo je malo glukozinolata koji su
izolovani u kristalnom stanju (Thies, 1988). Najraniji pokuSaji u izolovanju
glukozinolata zasnovani su na kristalizaciji Na-soli 2-hidroksi-2-metilpropil-
glukozinolata i Na-soli tetraacetata i pentaacetata (derivatizacija tioglukozidnog ostatka)
(Kjeer et al., 1956; Schultz i Wagner, 1956). Kjeer je do 1959. godine uspeo da izoluje
devet glukozinolata kristalizacijom kalijumovih, natrijumovih ili rubidijumovih soli i
joS sedam koji su okarakterisani kao kristalni acetati (Kjeer, 1961).

Od rada Ettlinger-a i Lundeen-a (1956a, b, 1957) do danas, puno je truda
ulozeno u razvoj metoda za efikasno izolovanje i identifikaciju glukozinolata (Betz &
Fox, 1994). Veéina prvih radova sa ovim cillem oslanja se na hromatografiju na papiru
ili TLC hromatografiju glukozinolata ili njihovih degradacionih proizvoda (npr.
ispitivanje glukozinolata semena 151 vrste KrstaSica (Danielak & Borkowski, 1969).
Primenjivane su brojne tehnike za kvantifikaciju ukupnih glukozinolata. Npr. McGregor
(1980) je ispitao primenljivost Sest rd&#iih analitickih metoda za odtvanje
glukozinolata (npr. destilacija vodenom parom i titracija isparljivih izotiocijanata, UV
spektroskopija oksazolidin-2-tiona, gasna hromatografija (GC) isparljivih izotiocijanata,
GC/UV spektroskopija, UV spektroskopija izotiocijanatnih derivata tiouree i GC
trimetilsilil-derivata glukozinolata). Sprovedeno je i razdvajanje glukozinolata GLC
metodom trimetilsililovanih derivata glukozinolata kod kojih je uklonjena sulfatna
grupa (Underhill & Kirkland, 1972a), a ova tehnika je kasnije kombinovana sa
masenom spektrometrijom (Christensen et al., 1982). Enzimsko uklanjanje sulfatne
grupe pre derivatizacije dovodi do nastajanja viSe proizvoda (Heaney & Fenwick, 1987;
Theis, 1988). Ova metoda je koriStena od strane Daxenbichler-a i saradnika (1991), koji
je izvrSio opsezno ispitivanje glukozinolata u semenima oko 300 biljnih vrsta
(koris¢enjem GC detekcije proizvoda hidrolize desulfoglukozinolata).

Fenwick i saradnici (Norwich, UK) su 1984. godine razvili reversno-faznu
HPLC metodu za kvantitativnu analizu desulfoglukozinolata, koja se i danas veoma
cesto koristi (Spinks et al., 1984). Ova metoda se zasniva na kolonskoj enzimskoj
desulfataciji biljnih ekstrakata, a zatim HPLC detekciji dobijenih proizvoda. lako je
cesto korigena, primena i interpretacija metode enzimske desulfacije enzimom
sulfohidrolaza je joS uvek otezana zbog izvesnih poteskkao Sto je uticaj pH,
vremena i enzimske aktivnosti (Minchinton et al., 1982; Spinks et al., 1984;. Sang &
Truscott, 1984). Ova metoda koristi pi&geni desulfosinigrin i desulfobenzil
glukozinolat kao interne standarde, a za identifikaciju komponenata koriste se poznate
vrednosti retencionih vremena glukozinolata i ugd@nje sa standardizovanim
ekstraktima. Nazalost, bioloSka aktivnost ovih molekula je kompromitovana
uklanjanjem sulfatne grupe. Enzim mirozinaza ne prepoznaje desulfo-glukozinolate kao
Svoj supstrat¢ijom bi se razgradnjom dobili izotiocijanati neophodni za bio-testove ili
za direktno odrdéivanje metodom ciklokondenzacije sa benzenditiolom —chtum
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metodom kod ispitivanja farmakokinetike, farmakodinamike i bioaktivnosti ovih
jedinjenja (Sema 3.5).

Mnogi biljni glukozinolati nisu okarakterisani modernim and&kin |
spektroskopskim tehnikama kao Sto su HPLC, NMR i MS (Fenwick et al., 1980; Eagles
et al.,, 1981; Fenwick et al., 1982; Bjerg & Sgrensen, 1987; Bradfield & Bjeldanes,
1987; Lafosse et al., 1990; Prestera et al., 1996). Uprkos viSedecenijskom radu na
izolovanju i kristalizaciji, dostupan je veoma mali broj glukozinolata visaitece koji
se mogu koristiti kao standardna jedinjenja kod hromatografskih metoda analize.

3.3.6.2. Stabilnost glukozinolata

Postoji veoma malo podataka o stabilnosti glukozinolata u toku prerade i
ekstrakcije. U opStem slucaju, ekstrakcija se izvodi na temperaturama od 65-100 °C,
blizu take kljucanja rastvarga, pod pretpostavkom da se pri ovim uslovima
istovremeno vrsi i inaktivacija mirozinaze (Oerlemans et al.,, 2006; Oerlemans et al.,
2006; AOCS, 1998; Chuanphongpanich et al., 2006; ISO, 1992; Schreiner et al., 2007).
Obradom u prisustvu denaturacionog reagensa kao Sto je metanol, glukozinolati se
uspesSno mogu izolovati u nativnom obliku (Kiddle et al., 2001). Ova pretpostavka je
dovedena u pitanje saznanjem da se 80% glukobrasicina (3-indolilmetil-glukozinolat)
razgradi u toku 5 minuta na 100 °C i 120 bara pritiska kada se ekstrakcija vrSi u 70%-
tnom metanolu. Degradacija se dalje moze minimizirati utapanjem biljnog materijala u
tecni azot, deaktivacijom mirozinaze mikro-talasima i liofilizacijom neposredno pre
homogenizacije (Brown et al.,, 2003; Verkerk & Dekker, 2004). d&dino je da i
stajanjem moze opasti sadrzaj glukozinolata (Force et al., 2007)dd pkatvdeno da
se ova jedinjenja mogu razlagati i ne-enzimskim procesom na poviSenoj temperaturi, pri
¢emu nastaju odgovarajuditrili (Williams et al., 2009).

3.3.6.3. Ekstrakcija glukozinolata

Ekstrakcija glukozinolata iz biljnog materijala daje najbolje rezultate ako se
koriste prottni rastvardi. Veoma je raSirena upotreba smeSe metanol-voda u ove svrhe
(ISO, 1992; AOCS, 1998). Osim smeSa etanola i vode (1:1) i metanola i vode (7:3),
koje se preporucuju za ekstrakciju glukozinolata iz liofiliziranog zelenog biljnog tkiva
(Wathelet et al., 2004), koristi se i sama voda, zatim fosfatni pufer (Stoin & Dogaru,
2007), 2%-tna fosforna kiselina (Van Doorn et al., 1998), smeSa metanol-vodeni rastvor
amonijaka i 10%-tni metanolni rastvor amonijaka sa 5% vode (Rubin et al., 1986; Liu et
al., 1995).

3.3.6.4. lIzolovanje glukozinolata

Danas je dostupan izvestan broj standatiddh glukozinolata izolovanih iz
biljnih vrsta koje sadrze velike koncentracije ili manje kompleksne smeSe ovih

*eng. American Oil Chemists' Society
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jedinjenja (Bennett et al., 2004; Wathelet et al., 2004; Brown et al., 2003). Prilikom
ekstrakcije poméu vode moze se Kkoristiti olovo(ll)-acetat ili barijum(ll)-acetat za
talozenje proteina i slobodnih sulfata (Brown et al., 2003). Nakon centrifugiranja,
preciScavanje glukozinolata u opsStem &hu ukljuéuje anjonsku jonoizmenjiviku
hromatografiju, uglavhom na DEAE-Sephadex A-25, koja se koristi za enzimsku
desulfataciju 1 analizu opisanu standardizovanom metodom ISO 9167-1 (Barillari et al.,
2005). TipEna procedura za ekstrakciju nativnih, intaktnih molekula glukozinolata je
eluiranje na smoli 0,5 M rastvorom kalijjum-sulfata, zatim uparavanje ra&hyara
ponovno rastvaranje u vrucem metanolu radi uklanjanja soli, prekristalizacija iz hladnog
etanola i suSenje sa® (Wathelet et al., 2004). Za razdvajanje se koristi i anjonska
stiren-divinil-benzen kopolimerska jonoizmenjka smola (Elfakir et al., 1994Rrza
protiv-strujna hromatografija, metoda koja se iskljo¢oslanja na princip raspodele
supstance iznik faza, moze se Koristiti za razdvajanje gramskihckedi strukturno i
hromatografski séinih glukozinolata (Fahey et al., 2003).

3.3.6.5. Metode detekcije/odrdivanja

Metode za detekciju/odidvanje glukozinolata se mogu podeliti u tri grupg: (
destruktivne, kolorimetrijske tehnike odreanja ukupnih glukozinolata, ii§
nedestruktivne metode odieanja ukupnih glukozinolata iii{) metode analize
individualnih  komponenata hromatografskim razdvajanjem i detekcijoncin&e
kolorimetrijskih metoda (gkenje tiourea (Wetter & Youngs, 1976), reakcija sa
timolom (DeClercq & Daun, 1989), ciklokondenzacija sa benzen-ditiol@imang et
al.,, 1992, 1996), reakcija sa paladijum(ll)-hloridom (Thies, 1988), fericijanidni test
(Jezek et al., 1999; Makkar et al., 2007) i ositairge sulfatnog jona (Goyal, 2002);
Slika 3.11) i dalje se koriste bez Zamijih modifikacija. Brojne metode za detekciju
glukoze poreklom iz glukozinolata (Tholen et al., 1993) su sada dostupne, od kojih se
prvenstveno koristi metoda sa heksokinazom kuplovanom sa NADH i metoda sa
glukoza-oksidazom i heksokinazom kuplovane sa didmi bojama kao Sto su
hinonimin i dianizidin. Standardizovana metoda za @eemnje sadrzaja glukozinolata
nedavno je opisana od strane Internacionalne organizacije za standardizaciju (1SO,
2007). Sve ove metode imaju prednosti i mane, pa se preporucuje da se ispitivanja ne
zasnivaju na rezultatima samo jedne; vise metoda.

Near infrared reflectancespektroskopija predstavlja nedestruktivhu tehniku
analize, gde se signal O—H, C—H i N-H grupa dovode u vezu sa ukupnim sadrzajem
glukozinolata u ispitivanom uzorku (Font et al., 2005). Ova metoda se i dalje koristi, s
obzirom da je prosta i da se njome uporedo moze vrSitdivdirge sadrzaja proteina i
ulja (Ul-Hassan et al.,, 2007). Standardizovarentgenska fluorescentna metoda se
koristi za odrdivanje sadrzaja sumpora (ISO 9167-2 1994) (ISO, 1994).

" Osetljivost ove metode je 10 pmol izotiocijanata u slozenim bioloskim smeSama kao Sto su biljni ekstrakti.
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U prosSlosti, analiza intaktnih glukozinolata nije bila méguve je vrSena
hidroliza, ¢ime su dobijana jedinjenja koja su pogodnija za hromatografska razdvajanja.
Saopstenje publikovano 1982. godine (Michinton et al., 1982) po prvi put opisuje
enzimsku razgradnju glukozinolata u desulfo-glukozinolate (sulfataza). Ova metoda je
nekoliko godina kasnije standardizovana od straneiudaodne organizacije za
standardizaciju (metoda 1SO 9167-1 1992; ISO, 1992) i udruzenja “American Oil
Chemists' Society” (metoda Ak 1-92; AOCS, 1998) i predstavlja metoddivaing
sadrzaja glukozinolata (kvalitativno i kvantitativno) u semenu repe d¢olea
(Brassica campestrigar. oleifera) iKanola' (Brassica napus Metoda je zasnovana na
ekstrakciji  glukozinolata  metanolom, zatim enzimskoj desulfataciji na
jonoizmenijiv&koj smoli i njihovom razdvajanju i identifikaciji reversno-faznom HPLC
metodom (ISO 9167-1:1992). Osim HPLC tehnike, propisana je i metoda koja koristi
rentgensku fluorescentnu spektrometriju (ISO 9167-2:1995). lako se i dalje ova metoda
cesto koristi (Kusznierewicz et al., 2008; Cartea et al., 2008) i predlozena su izvesna
poboljSanja (Wathelet et al., 1999, 2004; Fiebig, 2006), do sada nije dqaitav&ao
standardna metoda za opStu primenu. Paralelno, enzimska hidroliza glukozinolata
katalitickim dejstvom mirozinaze i analiza isparljivih izotiocijanata (nitrila, tiocijanata
itd.) ili derivatizacija desulfo-glukozinolata i analiza dobijenih trimetilsilil-etara
primenom GC-MS metode u poslednje vreme se manje koristiutme GC-MS je
veoma pogodna metoda kada su izotiocijanati (a ne glukozinolati) predmet istrazivanja.

Metodologija utvdivanja (ili pretpostavka) prisustva glukozinolata detekcijom
njegovih degradacionih proizvoda u analiziranom uzorku i dalje je veoma raSirena
(Radwan et al., 2007), ali s«&igledna ogrardienja, odnosno nedovoljrepecifcnost i
tacnost ovog pristupa. Razdvajanje i identifikacija izotiocijanata iz biljnih ekstrakata,
takode, se moze vrsiti kotgnjem HPLC tehnike (Zhang et al., 1992; Kore et al., 1993;
Bertelli et al.,, 1998). Nedavno je unage@a metoda za razdvajanje i identifikaciju
glukozinolata, prvobitno razvijena od strane Helboe-a i ostalih istkaz{\elboe et al.,
1980; Betz & Fox, 1994; Prestera et al., 1996). Urispne metode sui)(paired ion
hromatografija alkilamonijum-soli (npr. tetraoktil- ili tetradecilamonijum-bromid)
koje se koriste u kombinaciji sa hidratkbm aktivnogu mirozinaza i izotiocijanatnim
testom (ciklokondenzacija sa vicinalnim ditiolima) (Zhang et al., 1992, 1996ho{a
metoda za zamenu kontra jona Jbnom, $to je presudno za bio-testove i masenu
spektroskopiju,i{i) poboljSanja MS analize kombinovane sa bombardovanjem atomima
velike kinettke energije i hemijskom tehnikom jonizacije,iv)(nuklearna magnetno-
rezonantna (NMR) spektroskopija visoke rezolucije, kojom se dobijackanaotvrda
identiteta (Prestera et al., 1996).

" Uljana repica sort&olzase intenzivno gaji u Francuskoj, Belgiji, SAD-u, Holandiji i Nék@. Ulje Kolza repe je
kori&eno Sirom Evrope za osvetljenje dagika eksploatacije prirodnog gasa. | danas je upotreba ovog ulja veoma
raSirena — koristi se kao mazivo (lubrikant) u industriji i kao sirovina u proizvodnji biodizela.

T Uljana repica sort&anola (sadrzi 40-48% ulja i 18-25% belenina) je industrijska bilika koja se koristi za
proizvodnju prehrambenog ulja i u proizvodnji biodizela (po hektaru povrSine zasejanim ovom kulturom moze se
dobiti 400 litara biodizela). Naj¢e proizvadati su u zemljama Evropske Unije, Kanadi, SAD-u, Australiji, Kini i
Indiji.
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3.3.7. GLUKOZINOLATI /IZOTIOCIJANATI — STITE OD KANCERA

Mnostvo je uverljivih dokaza koji dovode u vezu smanjenu ucestalost pojave
mnogih vrsta raka sa poignom konzumacijom @ i povika, a naréito povrca iz
porodice Brassicaceae (Steinmetz & Potter,1991, 1996; Block et al., 1992; Doll, 1992;
Verhoeven et al.,, 1996; Michaud et al., 1999; Talalay, 1999).UnoSenje ovoga povr
okodva puta dnevno moze umanijiti rizik od pojave raka nadedmn mestima z&ak
50% (Graham et al., 1978, Kune et al., 1987; Kohimeier & Su, 1997). Veruje se da,
makar delimtno, protektivno dejstvo po¥a iz porodice Brassicaceae [getiod
glukozinolata. Utvieno je da odreni glukozinolati (npr. benzilp-hidroksibenzil- i 2-
hidroksibut-3-enil-glukozinolati) indukuju enzime faze 2 detoksikacije kod sisara
(Wattenberg et al., 1986, Tawfiq et al., 1995; Fahey et al., 1997). Enzim mirozinaza,
koja se aktivira u oStenom biljnom tkivu, takde je prisutna u mikroflori digestivhog
traktacoveka, gde katalizuje razgradnju glukozinolata u, tamestalog, izotiocijanate,
tiocijanate i nitrile. NajviSe paznje je usmereno na potencijalnu protektivu aktivnost
ovih jedinjenja u smislu pojave raka, a prvenstveno na indukciju enzima faze 2, ali i na
mogucu antiproliferativhu ulogu, indukciju apoptoze, i inhibitornog dejstva na redoks
regulatorne enzime i enzime faze 1 (Zhang & Talalay, 1994, 1998; Barcelo et al., 1996;
Nastruzzi et al., 1996; Institliiternational Life Scienced999; Gamet-Payrastre et al.,
2000; Nakamura et al.,, 2000). Nekoliko istrazivanja na temu preventivhog dejstva
glukozinolata data su u nastavku: (1) Wdemo je da sulforafan pot&va nivo enzima
faze 2 kod sisar@RE (Antioxidant Response Elemgntanskripcionom aktivacijom
(Zhang et al., 1992, 1994; Prestera et al., 1993; Talalay et al., 1995; Talalay & Zhang,
1996; Fahey et al.,, 1997). Sulforafan smanjuje ucestalost, odlaze pojavu i smanjuje
velicinu tumora, Sto je utdeno na modelu tumora kod pacova (Zhang et al., 1994;
Fahey et al., 1997), zatim deluje kao indirektni antioksidans (Fahey & Talalay, 1999),
ispoljava in vitro selektivno citostatko i citotoksténo dejstvo na humanéelije
karcinoma debelog creva (Gamet-Payrastre et al., 1998), inhibira citohrom P450
(Mahéo et al., 1997; Morel et al., 1997), a ndEYP2EL (Barcelo et al., 1996) i
indukuje usporavanjeelijskog ciklusa i apoptozu kod humantelija karcinoma
debelog crevan vitro (Gamet-Payrastre et al., 2000); (2) Ispitivanja na modelima
tumora plué i jednjaka su pokazala da fenetil-izotiocijanat inhibira indukciju istih kod
miSeva i pacova (Morse et al., 1993; Stoner & Morse, 1996, 1997; Hecht, 1996; Stoner
et al.,, 1999). Ovi rezultati dobro koreliSu sa smanjenjem brojdegja adukata na
DNA i snazno sugeriSu na inhibiciju citohroma P450 kao mehanizam delovanja.
Analogno dejstvo fenetil-izotiocijanat na NNK metabolizamiaer® kod puss koji su
konzumirali salatu-potimicu (vrsta Nasturtium officinale kao izvor fenetil-
glukozinolata; Hecht, 1999), kao i zf@gno povéanje glukuronidacije nikotinskih
metabolita ukazuju na indukciju aktivhosti enzima faze 2 detoksikacije UDP-
glukuronoziltransferaze kod ljudi (Hecht et al., 1999). Adesida i saradnici (1996) su
pokazali da metaboliti fenetil-izotiocijanata ispoljavaju izrazeno antiproliferativno
dejstvo na ljudskecelije leukemije in vitro; (3) Kramben (cijanohidroksibutan),
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glukoiberin i indol-3-karbinol powavaju nivo hinon-reduktaze i glutation transferaze
(enzimi faze 2 detoksikacije), CYP1A (enzim faze 1) i, u nekim slu¢ajevima, deluju
sinergistéki; kramben je identifikovan kao jedinjenje sa néjja dejstvom u ovom
sistemu (Staack et al., 1998; Wallig et al., 1998); (4) U ispitivanju sprovedenom na
ljudima, koji su unosili biljke koje sadrze sulforafan (Shapiro et al., 1998) i fenetil-
izotiocijanat (Getahun & Chung, 1999), ispitivan je metabolizam izotiocijanata, pri
cemu je u oba ispitivanja potiena uloga mikroflore probavnog trakta u hidrolizi
glukozinolata do izotiocijanata. Seow i sar. (1998) i Fowke i sar. (2001a,b) su sproveli
testove ciklokondenzacije razvijene od strane Zhang-a i sar. (1992, 1996) kako bi pratili
metabolizam izotiocijanata iz hrane i utvrdili korelaciju nivoa urinarnih izotiocijanata sa
poznatim podacima o unosu poéariz porodice Brassicaceae prilikom ishrane kod
stanovnika u Singapuru i SAD-u.

3.3.8.EVOLUTIVNA VEZA GLUKOZINOLATA | CIJANOGENIH GLUKOZIDA

Cijanogeni glukozidi su Siroko rasprostranjeni u biljnom carstvu; nalaze se kod
papratnjga, golosemenica i skrivenosemenica. Glukozinolati su evolutivnai mla
prisutni su samo unutar reda Capparales i vrstama Doglaetes(Euphorbiaceae). 1z
razloga Sto obe grupe prirodnih proizvoda nastaju biosintezom iz aminokiselina i imaju
aldoksime kao intermedijere, pretpostavlja se da su biljke evolucijom razvile nasjuc
za biosintezu glukozinolata na osnovu genetske mogucnosti biosinteze cijanogenih
glukozida. Ova teorija je podrzanginjenicom da CYP79 homolozi katalizuju
transformaciju aminokiselina u aldoksime u oba aja¢ Mogué scenario evolucije
glukozinolata je mutacija aldoksim-metals&tbhg enzima u biosintezi cijanogenih
glukozida. Kao posledica navedene mutacije ne nastagkivani hidroksinitril, ve
toksino jedinjenje kojeg se biljka, nakon toga, osltdb&Hansen et al., 2001). Iz ove
perspektive, postaldoksim-enzimi biosinteze glukozinolata se mogu promatrati kao
enzimi koji ucestvuju u procesu detoksikacgei-nitro-jedinjenja ili nitril-oksida. U
skladu sa tom hipotezom, glukoziltransferaze 1 sulfotransferaze predstavljaju
mehanizme detoksikacije koji gesto koristi u prirodi (Halkier & Gershenzon, 2006).
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Tabela 3.5. Distribucija glukozinolata kod vrsta rodofaysimum i Hornungia

Glukozinolati

Alifati¢éni glukozinolati

Aromatiéni glukozinolati

Takson sasumporom  Normalnog Radvasti — ) _ _ _ Literatura
niza atvasti Nezasiéeni Alkoholi Ketoni Aril- Benzoat Indolski
A B C D E F G H | J K
Erysimum
allionii 64, 76, 82, 84 Daxenbichler et al., 1991
asperum 33, 35, 37, 61 107 23 8 Daxenbichler et al., 1991
67, 72,73, 76, Rodmann & Chew, 1980
82,88, 91, 94

aureum 95 61 Cole, 1976
capitatum 73, 82 107 Daxenbichler et al., 1991
cheranthoides 84, 95 Cole, 1976
cuspidatum 73, 82 Daxenbichler et al., 1991
diffusum 73, 82 Daxenbichler et al., 1991
hieracifolium 33, 35, 37, 107 42 Cole, 1976,

72,73, 82, Daxenbichler et al., 1980

84,94, 95 Daxenbichler et al., 1991

Kjeer & Schuster, 1970
linifolium 73, 82 Daxenbichler et al., 1991
ochroleucum 82 1 Danielak & Borkowski,
1969

odoratum 73 107 1 Blua et al., 1988

Chisholm, 1973
Daxenbichler et al., 1991
Kjeer & Gmelin, 1957




Tabela 3.5. (Nastavak)

A B c D E F G H [ J K
perofskianum 64, 76, 82, Cole, 1976
84, 95 Danielak & Borkowski,
1969
Daxenbichler et al., 1991
repandum 73, 84, 95 Cole, 1976,
Daxenbichler, 1991
rhaeticum 32, 34, 36, Kjeer & Schuster, 1973
37,67, 72,
78, 81, 88,
94
rupestre 82 1 Chisholm, 1973,
sysimbrioides 73, 82 23 Daxenbichler et al., 1991
silvestre 73, 95 Daxenbichler et al., 1991
Hornungia
alpina 11,22,23,44 Bennett et al., 2004
45,105,7" Kjeer, 1953

“4-Acetilbutil-glukozinolat (glukoeripestrin ili 3-metoksikarbonilpropil-glukozinoltje izolovan izE. odoratumili E. rupestre — postoji konfuzija oko identiteta biljke iz
koje je ovo jedinjenje izolovano (Chisholm, 1973)etektovan izotiocijanatija struktura nije odrdena.
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3.4. SINTEZA IZOTIOCIJANATA

Izotiocijanati predstavljaju vaznu grupu prirodnih proizvoda i farmaceutski
aktivnih jedinjenja. Do sada je poznato oko 200 izotiocijanata koji se javljaju u
prirodi’, dok je, sa druge strane, zbog njihovog cajm sintetisan veliki broj
»Sintetckih® izotiocijanata. Hemija ovih heteroalena temelje opisana u tri revijalna
rada (Drobnica et al., 1977; Hartmann, 1983; Mukerjee & Ashare, 1991). Izotiocijanati
imaju Siroku primenu kao hemoselektivni elektrofili u biohemiji (Fernandez et al.,
1995) i predstavljaju klju¢ne intermedijere u sintletij organskoj hemiji, narocito u
sintezi heterocikénih jedinjenja sa sumporom, npr. tiohidantoina, itiopdona,
tiohinazolona, merkaptoimidazola, tioamidazolona i benzotiazina (Mukerjee & Ashare,
1991 i reference citirane u tom radu; Stephensen & Zaragosa, 1997). Pogodnost
upotrebe izotiocijanata kao sintona lezi u njihovoj reaktivnosti i lako¢i dobijanja.
Hemija izotiocijanata se iz tih razloga intenzivno razvijala proteklih decenija.

Prvi radovi na sintezi izotiocijanata izvrSeni su joS u drugoj polovini XIX veka.
Sima Lozani je joS 1872. godine sintetisgehlorfenil-izotiocijanat u reakciji tiouree
sa jodom. Hofmann (1880) je dobio metil-izotiocijanat termalnom izomerizacijom
metil-tiocijanata, dok je Werner (1891) dobio aril-izotiocijanatesymdiariltiourea
koris¢enjem kiselih reagenasa. Nekoliko godina kasnije,jedinjenje je sintetisano iz
N,N'-dimetiltiuramdisulfida u reakciji sa jodom (Braun, 1902) i zagrevanjem u vodi ili
metanolu (Freund & Asbrand, 1895).

Razvijene su brojne metode za sintezu izotiocijanata, od kojinécseavaasniva
na (i) nukleofilnoj supstituciji organskih halogenida tiocijanatnom kiselinom ili njenim
solima i i) kori&enju primarnih amina za tzv. ,tiokarbonilni transfpomocu ugljen-
disulfida i tiofozgena:

— Dehidrosulfurizacija ditiokarbaminske kiseline i njenih soli ili estara (Sema 3.6).
Primarni amini (dovoljno nukleofilni) reaguju sa ugljen-disulfidom u prisustvu
alkalija, amina ili amonijaka, piemu nastaju soli ditiokarbaminske kiseline, koje
zatim daju izotiocijanat upotrebom slétte dehidrosulfurizacionih reagenasa:

H S@ B® dehidrosulfurizacioni
cs, R” reagens
R—NH, ———> \”/ - » R—N=C=S$
Baza S -HS B

Sema 3.6Sinteza izotiocijanata dehidrosulfurizacijom ditiokarbamata, dobijenih reakcijom amina sa
ugljen-disulfidom u baznoj sredini.

(i) metalne soli(npr. olovo(ll)-nitrat), koje se koriste za sintezu walpnih
alkil- i aril-izotiocijanata (Delépine, 1907, 1908; Dains et al., 1922, 1941;
Worrall, 1928; Drobnica et al., 1977; Hartmann, 1983)

"Neki su prisutni u tkivima, a neki nastaju samo u stresnim stanjima.
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(if)
(iii)
(iv)
(v)
(vi)
(vii)

(viii)

(ix)
(x)

(xi)
(xii)

(xiii)

fozgen (Drobnica et al., 1977; Hartmann, 1983)

fosfor-oksihlorid (Drobnica et al., 1977; Hartmann, 1983)
trinlor(o-fenilendioksi)fosforan (Drobnica et al., 1977; Hartmann, 1983)
organo-silicijumova jedinjenja (Drobnica et al., 1977; Hartmann, 1983)
karbodiimidi (Drobnica et al., 1977; Hartmann, 1983)

N,N’-disupstituisani propiol-amidini(Drobnica et al., 1977; Hartmann,
1983)

soli a-halo masnih kiselina (Drobnica et al., 1977; Hartmann, 1983)
natrijum-hipohlorit(Drobnica et al., 1977; Hartmann, 1983)

metil- ili etil-hlorformijat (Andreasch, 1906; Kaluza, 1909, 1912; Stieger,
1916; Slotta & Dressler, 1930; Hodgkins & Ettlinger, 1956; Hodgkins &
Reeves, 1964; Drobnica et al., 1977; Hartmann, 1983)

natrijum-hloracetat i cink(ll)-hlorid (van der Kerk et al., 1973)
vodonik-peroksid (Johar et al., 1970; Drobnica et al., 1977; Hartmann, 1983;
Lietal., 1997)

bakar(ll)-nitrat naneSen na glinu (Claycoglaszlo & Pennetreau, 1987,
Mesheram et al., 1997)

(xiv) 2-hlor-1-metilpiridinijum soli(Shibanuma et al., 1977)

(xv)

butil-litijum i ugljen-disulfid ili sumpor(ll)-oksid (Fujinami et al., 1978)

(xvi) cijanogen-hlorid (Giesselmann et al., 1976)

(xvii) cijanamid (Nippon Carbide Industries Co., 1981)

(xviii) di-2-piridil-karbonat (Kim & Ko, 1987)

(xix) Grignard-ov reagens(Sema 3.7; Sakai et al., 1975). Raspadanjem

magnezijumN-aril- ili N-alkil-N-ditiokarbamata bromida dobijenih in situ iz
amina, ugljen-disulfida i Grignard-ovog reagensa nastaju izotiocijanati.

2 EtMgBr CS,
R—NH, — > R—N(MgBr), —» R—N(MgBr)CS;MgBr ——» R—N=C=S

R = alkil- ili aril-

Sema 3.7Sinteza izotiocijanata upotrebom Grignard-ovog reagensa

Reakcioni uslovi koje treba primeniti zavise od prirode supstrata i reagensa, npr. za
dehidrosulfurizaciju ditiokarbamata heteroaikliih amina treba upotrebiti blaze
reagense. Prinosi ove metode su generalno vrlo dobréu lee u intervalu 60-90%.
Osim primarnih aminaN-nesupstituisani sulfonamidi, takode, mogu reagovati, pri
cemu
1965).

nastaju odgovarajuéi sulfonil-izotiocijanati (Sema 3.8; Dickore & Kuhle

1. CS,, KOH
R—SO,NH, — 27 o R_SO,N=C=S$§

2.COCI
2 (60-88%)

R=alkil-, aril-, 2-tienil-

Sema 3.8Sinteza sulfonil-izotiocijanata iz odgovaréiu sulfonamida.
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Sulfonil-izotiocijanati se takode mogu dobiti modifikovanom metodom -
zagrevanjem odgovarajin metil-ditiokarbamata, u dobrom prinosu (Gompper &
Haegele, 1966). Slan pristup je primenjen i za sintezu aril-izotiongéa —
zagrevanje odgovaraju¢ih metil-ditiokarbamata u toluenu u prisustvu umadrij
hidroksida (Pak et al., 1982). Ova procedura je veoma jednostavna i moze imati Siru
primenu. Nedavno je sintetisano nekoliko arosmalti diizotiocijanata sa dobrim
prinosom (72—-83%), dehidrosulfurizacijom metil-ditiokarbamata Ziva(ll)-oksidom u
DMF-u u prisustvu amonijaka (Garin et al., 1989).

— Konverzija primarnih amina u izotiocijanate u reakciji sa reagensima sa
sumporom. Primarni amini reaguju sa tiofozgenom (Sharma, 1989; Drobnica et al.,
1977; Hartmann, 1983; Dyson & George, 1924; Dyson, 1941; Nowick et al., 1996)
pri ¢emu nastaju nestabilni tiokarbamoil-hloridi, kojitina, dekompozicijom, daju
izotiocijanate (Sema 3.9). Prinosi ove reakcije su srednji ili dobri. Reakcija se mora
vrSiti u aproténim rastavardma kao Sto je hloroform, toluen itd. Tiofozgen nebia
koristiti za reakciju sa aminima koji imaju reaktivnu grupu u vicinalnom polozaju
zbog mogudnosti ciklokondenzacione reakcije.

Sema 3.9Sinteza izotiocijanata u reakciji primarnih amina sa tiofozgenom

Ova metoda je viSe puta modifikovana, pa su umestoctogitiofozgena koréeni
dietil-tiokarbamoilhlorid (Sayigh et al.,, 1965), bis(dietiltio-karbamoil)sulfid ili
disulfid (Marquardt, 1966), tiokarbonilditriazol (Larsen et al., 1978),
tiokarbonildiimidazol (Larsen et al.,, 1981; Zehl & Cech, 1997), di-2-piridil-
tiokarbonat (Kim & Yi, 1985, 1987), 1,1'-(tiokarbonildioksi)dibenzotriazol (Chang &
Kim, 1986), 1,1'-tiokarbonil-2,2-dipiridon (Kim & Yi, 1964, 1986), trifozgen
(bis(trihlormetil)-karbonat (GCOCQOQCCI); Nowick et al., 1996) i tiokarbonil-
tetrahlorid (perhlormetilmerkaptan) u prisustvu kalaj(ll)-hlorida (Connolly & Dyson,
1935).

— Sinteza izotiocijanata iz izocijanida (Sema 3.10):

(i) Niz alkil- i aril-izotiocijanata je sintetisan iz odgovarajucih izocijanida i
elementarnog sumpora u prisustvu katélith kolicina elementarnog selena
sa dobrim ili odlEnim prinosima (Fujiwara et al., 1991)

(i) Reakcijom izocijanida sa metalnim tiokarboksilatima: talijum(l)-tiobenzoat
u hloroformu daje dobre prinose izotiocijanata (Tanaka et al., 1977)

(i) Reakcijom izocijanida sa disulfidima u prisustvu katHita kolicina
talijum(l)-soli. Dibenzoil-, diacetil- i tetraetiltiauramdisulfid u kombinaciji
sa talijum(l)-acetatom daju dobre prinose alifisith | aromattnih
izotiocijanata, dok rastvaranema zné&ajniji uticaj na tok reakcije. Reakcija
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se odvija jonskim mehanizmom, Sto je dokazano na t&nr&o hvatai
slobodnih radikala nemaju uticaja na reakciju (Tanaka et al., 1977).

Se, Et;N S, Et;N
R—NC — > R—NCSe —— » R—NCS
THF, reflux THF, reflux
R = alkil- ili aril-

SCOPh SCOPh
TI(SCOPh), / /
R—NC —» RN:C\ —» | RN=C —> R—NCS
2

CHCl,

TI(SCOPh) SCOPh
R = alkil- ili aril-
TI(l)-so

R—NC + RSSR — > R—NCS

R' = PhCO, MeCO, Et,NCS, Ph, PhCH,

Sema 3.10.Sinteza izotiocijanata reakcijom izocijanida i elementarnog sumpora (gore), metalnih
tiokarboksilata (u sredini) ili disulfida (dole).

— Supstitucija halogenida tiocijanathnom (rodanidnom) kiselinom ili njenim solima
(Sema 3.11). Nukleofilna supstitucija reaktivnin organskih halogenida tiocijanatnim
solima, npr. ziva(ll)- ili kalijum-rodanidom, daje tiocijanate i/ili izotiocijanate, u
zavisnosti od prirode reaktanata i reakcionih uslova (Watanabe et al., 1974; Kitamura
et al., 1990; Mukerjee & Ashare, 1991). Heteroaril-halogenidi ovom reakcijom daju
tiocijanate. Mdutim, 9-hlorakridini reaguju sa srebro- i olovo-tl@aoatom u
polarnim rastvardma i sa kalijum-tiocijanatom u DMF-u, ptiemu se dobijaju
izotiocijanati sa dobrim prinosom (Kristian, 1961, 1970). Alkil- i aralkil-halogenidi
generalno daju tiocijanate, koji spontano izomerizuju, u manjoj déojveeri, dajudi
odgovarajué izotiocijanate. Izomerizacija je uslovljena priood supstituenta.
Reakcioni uslovi, takde, imaju zn#&ajnu ulogu. Tako, supstituisani benzil-
izotiocijanati su dobijeni iz odgovaraju¢ih halogenida sa prinosom od 50 — 66%
refluktovanjem kalijum-tiocijanata u 1,2-dihlorbenzenu u prisustvu krunskih etara
(Muthusamy & Ramakrishnan, 1989). Acil- i aroil-halogenidi daju odgovagajué
izotiocijanate direktno zagrevanjem sa metalnim tiocijanatima. 3-Tiofenil- (Smith &
Kan, 1964), 2-furanoil- (Lipp et at., 1958) i nikotinil-izotiocijanati (Lipp et at., 1958)
se dobijaju sa srednjim i dobrim prinosom u reakciji olovo-tiocijanata i odgovarajucih
heteroaroil-hlorida.

R—X m» R—S—C=N + R—N=C=S

R' = Metalni jon ili NH4*

Sema 3.11Sinteza izotiocijanataukleofilnomsupstitucijom organskih halogenida rodanidnim jonom
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Kondenzacija karboimidoil-dihlorida sa kalijum-tiocijanatom ili kalijum-tioacetatom
u THF-u, takode, daje odgovaragidzotiocijanate (Sema 3.12). Nedostatak ove
reakcije je mali prinos.

KSCN
R—N=CCl, ——» R—N=C=S
THF

(20-30%)
Sema 3.12Sinteza izotiocijanata iz karboimidoil-dihlorida

— Adicija HSCN na alkene (Sema 3.13; Cho & Posner, 1992). Sekundarni alkil-
izotiocijanati se mogu sintetisati adicijom tiocijanatne kiseline na polarizovanu
dvogubu vezu (npr. l#hden sa prinosom od 70%) ili dvogubu C=C vezu pod
torzionim naponom kod cikloalkena (npr. biciklo[2.2.1]hept-2-en, 92% i
biciklo[2.2.1]hept-2,5-dien, 88%). Neaktivirani alkeni (npr. cikloheksen) nisu
pogodan supstrat za adiciju cijanatne kiseline (Galat & Elion, 1939; Mukaiyama &
Taguchi, 1970; Mukaiyama et al., 1971).

HSCN
alkkeni —— > R—N=C=S
Sema 3.13Sinteza izotiocijanata adicijom tiocijanatne kiselineatilu (slabu)dvogubu vezu alkena

- Reakcija nitril-oksida sa tiokarbonilnim jedinjenjima. Reakcijom nitril-oksida sa
jedinjenjima koja sadrze C=S vezu (tioaldehidi, tioketoni, tioamidi, tionoestri,
tionokarbonati, tioketeni, sulfonil-izotiocijanati, ugljen-disulfid i tiourea), takode,
nastaju izotiocijanati (Huisgen & Mack, 1972; Dondoni et al., 1972; Battaglia et al.,
1971; Friedrich & Zamkanei, 1979; Borsus et al., 1975; Foye & Kauffman, 1966;
Huisgen et al., 1961; Dickore & Wegler, 1966; Raasch, 1970; Schaumann & Ruhter,
1985). U pordenju sa ostalim tiokarbonilnim reagensima kod k¢ghneophodno
zagrevanje u toku duzeg vremena, tiourea reaguje sa nitril-oksidom pod blagim
reakcionim uslovima, na sobnoj temperaturi i za veoma kratko vreme od svega
jednog minuta je reakcija kvantitativna. Reakcija nitril-oksida sa tioureom, odnosno
hidroksimoil-hlorida (Kim & Ryu, 1993), primarnih nitroalkana (Kim et al., 1994) i
aldoksima (Kim et al., 1997) kao prekursora nitril-oksida, predstavljena je na Semi
3.14.

R—CH,NO,

l [3+2] cikloadicija N—O 0
R—C=——NOH _® © i (,

TN o R—c=N—0 2, %’XNHZ —> R—NCS + ¢

o THF, st 1min | R H,NT NH,

S NH,

NCS/DMF Tili HCI/DMF/Okson

R—C=—=NOH
h

Sema 3.14.Sinteza izotiocijanata reakcijom nitril-oksida i tiouree, odnosno hidroksimoil-hlorida,

primarnih nitroalkana i aldoksimeao prekursora nitril-oksida
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Razlaganje tiourea. Zagrevanjem u prisustvu nekih kiselihgN'-disupstituisane
tiouree se razlazu dajuéamine i izotiocijanate (Drobnica et al., 1977; tdaann,
1983). Pirolizom acil-tiourea w-dihlorbenzenu dobija se izotiocijanat kao glavni
proizvod (Ljippa et al., 1979).

Pogodna metoda za sintezu izotiocijanata iz 1,1’-diimidazolil-tiouree data je na Semi
3.15 (Staab & Walther, 1962). Ova metoda je primenljiva i za sintezu dialkilamino-
izotiocijanata (Anthoni et al., 1966).

N
N PhNH, N=\
AN cs —— NCSNHPh + ( \5
|§/ CHCl5 ~ N
2 H

|

PAN=C=8 + 2}
N
H

(78%)
Sema 3.15Sinteza izotiocijanata pirolizom 1,1’-diimidazoliltiouree

Sterno zaklonjeni arilamini daju izotiocijanate sa visokim prinosom u reakciji
njihovih tiourea sa fenil-izotiocijanatom (Habib & Rieker, 1984). U ovoj reakciji se
fenil-izotiocijanat dodaje u viSku da bi se oslobodeni anilin vezad,Ni-difenil-
tioureu. Takode je publikovana metoda za sintezu izotiocijanatatioarea
koris¢enjem  2,4-dihlor-5-nitropirimidina  (Kondo et al.,, 8%. Tretiranjem
metalovanih urea i tiourea ugljen-disulfidom ili 1,3-ditiolan-2-tionom dobijaju se
izotiocijanati sa dobrim prinosima (Sema 3.16; Sakai et al., 1977).

2Cs
PhN(Li*)CSN'(Li)Ph ———2=  2PhN=C=S§
THF, A

(72%)
Sema 3.16Sinteza fenil-izotiocijanata reakcijom metalovane tiouree sa ugljen-disulfidom
— Otvaranje heterociklicnog prstena. Reakcijom heterocikinih jedinjenja i
pojedinih reagenasa dolazi do otvaranja prstena i nastajanja izotiocijanata.

() Reakcija heterocikinih jedinjenjasa tiofozgenom{Sema 3.17). U reakciji
tiofozgena sa aziridinom dobija se 2-hloroetil-izotiocijanat sa prinosom od
45-50% (Tomalia, 1966).

CsCl 20°C
22 o N/ —Z s CH,CHC—N=C=S
N Et;N, GCl, N )
10°-0°C clzso| (45-50%)

Sema 3.1Binteza izotiocijanata u reakciji aziridina i tiofozgena

Adukti 2-metiloksazola i imidazola sa tiofozgenom podlozni su
hidrolitickom raskidanju veze prstena pé&emu nastaju odgovardju
izotiocijanati (Sema 3.18; Faull & Hull, 1979; Gonda et al., 1987; Hull &
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Seden, 1980). Benzoksazol i benzimidazol dajnsliproizvode (Faull &
Hull, 1979).

’}‘ |\ _CsCh il OCOMe
—_—
/< H20 |
o

N=C=s
(66%)
N N=C=s
< \ CSC|2, CH2C|2 [
_/\ H,0, CaCO; MeCN
N z % N=C=S§

(46%)

Sema 3.18Sinteza izotiocijanata hidrolizom adukata 2-metiloksazola (gore) i imidazola
(dole) sa tiofozgenom

Reakcija piridina, hinolina i izohinolina sa tiofozgenom, takodlaje
izotiocijanate (Sema 3.19; Boyle & Hull, 1974; Hull, 1968).

CHO
— AN AN
— N=C=sS
N=C=S
OHC CHO N=C=S

(8%) (46%) (46%)

Sema 3.19Izotiocijanati dobijeni reakcijom piridina, hinolina i izohinolina sa tiofozgenom
(s leva na desno)

(i) Reakcija sumpornih jedinjenja sa fosfornim reagensitdaka fosforna
jedinjenja se mogu Kkoristiti kao dehidrosulfurizacioni reagensi u sintezi
izotiocijanata iz aciklinih i heterociklénin sumpornih jedinjenja. Nedavno
je upotrebljena kombinacija trifenilfosfina (##) i ugljen-tetrahlorida u
acetonitrilu za dehidrosulfurizaciju trietilamonijumskih soli strukturno
razlic¢itih ditiokarbaminskih kiselina (Furukawa et al.,88). Ova metoda je
primenljiva na alkil- i aril-aminima kao i na estrima nekih amino kiselina,
dok se ne moze koristiti u sintezi izotiocijanata iz heteragikii amina.

Fotoliza ili tretiranje 3-tiazolin-2-tiona trimetoksifosfinom ((Me®) daje
kao proizvod izotiocijanat sa odiiim prinosom (Sema 3.20 (gore); Hussein
et al.,, 1978). Slina je reakcija ditiazolintiona sa Pfpri ¢emu nastaju
tioaroil-izotiocijanati (Sema 3.20 (dole); Goerdeler & Teller, 1972).
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N— N=C=S
MeO);P
%\ﬁ{ Ph i, PhZC_ﬁ/
S CeHe Ph

(92%)

[l
Ar—C—N=C=S

N:< PhsP
AS T
s

Sema 3.20.Sinteza izotiocijanata upotrebom fosfornih jedinjenja: reakcija 3-tiazolin-2-
tiona sa trimetil-fosfinom (gore) i ditiazolintiona sa trifenil-fosfinom (dole)

Dok je prethodna reakcija primenljiva samo u nekoliko slu¢ajeva, sinteza
izotiocijanata cikloreverzijontetvoro¢lanog prstena dobijenog u reakciji
(N-alkil- i N-arilamino)fosforana sa ugljen-disulfidom ima opstiju primenu
(Sema 3.21; Molina et al., 1982; Vegh & Kovac, 1981) i daje visoke prinose
(75-96%).

cs, RN-—PPh,

RN=PPh; ——» )/'I —— RN=C=S
toluen S

S

Sema 3.21.Sinteza izotiocijanata reakcijonN{alkil- i N-arilamino)fosforana sa ugljen-
disulfidom

Ova reakcija je uspeSno primenjena za sintezu 5-nitro-2-furilvinilen-
izotiocijanata, potencijalnog antimikrobnog agensa (Vegh & Kovac, 1981).

lako je utvdeno da su svi pomenuti tiokarbonilni reagensi efikasformiranju
izotiocijanata, upotrebom ¥me pomenutin metoda dolazi do formiranja tiourea ka
sporednih proizvoda u slucajevima manje reaktivnih amina. Neretko se dahgdiju
prinosi, koriste toks€ni reagensi (npr. tiofozgen) i/ili dobijaju &sti proizvodi (teSko
izolovanje iz reakcione smesSe). Da bi to izbeglo, razvijene su nove metode za sintezu
kod kojih se koriste reagensi za desulfurilaciju ditiokarbantgtem upotrebom ne
dolazi do nastajanja nepoZzeljnih tiourea, npr. uronijum- i fosfonijum-peptidni reagensi
za kuplovanje (Boas & Jakobsen, 1995; Boas et al., 2004), trifenilfosfin-dibromid
(Molina et al., 1982)tozil-hlorid (Jochims et al., 1967; Wong & Dolman, 2007), di-
terc-butil-dikarbonat (BogO) u prisustvu katalitkih kolicina DMAP-a ili DABCO-a
(Munch et al., 2008) itd.
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Tabela 3.6.Neki sintetisani izotiocijanati i posebno dati prinosi tih reakcija

Izotiocijanat Prinos Literatura
B C
Andreasch, 1906
Kaluza, 1912
65%  van der Kerk et al., 1973
81%  Hodgkins & Reeves, 1964
Fenil- 95%  Shibanuma et al., 1977
82%  Sakaietal., 1975
100% Tanakaetal., 1977
99%  Kim & Ryu, 1993
72%  Wong & Dolman, 2007
Oktil- 94% Shibanuma et al., 1977
Heksil- Kaluza, 1909
96%  Tanakaetal., 1977
91%  Shibanuma et al., 1977
. . 90%  Sakaietal., 1975
Cikloheksil- 95%  Fujiwara et al., 1991
77%  Wong & Dolman, 2007
Hofmann, 1880
Freund & Asbrand, 1895
Braun, 1902
Metil- Delépine, 1907, 1908
Kaluza, 1912
Worrall, 1928
95%  Fujiwara et al., 1991
Etil- Kaluz_a, 1912
68%  Sakai et al., 1975
Kaluza, 1912
80%  Hodgkins & Reeves, 1964
o-Metilfenil- 7% Mesh_eram etal., 1997
83%  Sakaietal., 1975
91%  Fujiwara et al., 1991
80%  Wong & Dolman, 2007
m-Metilfenil- 78% Hodgkins & Reeves, 1964
Kaluza, 1912
p-Metilfenil- 81% Hodg_kins & Reeves, 1964
87%  Sakaietal, 1975
91%  Fujiwara et al., 1991
Kaluza, 1912
N 72%  Hodgkins & Reeves, 1964
o-Metoksifenil- 98%  Kim & Ryu, 1993
95%  Wong & Dolman, 2007
92%  Hodgkins & Reeves, 1964
p-Metoksitenil- 94% ijiwara etal, 1991
99%  Kim & Ryu, 1993
97%  Wong & Dolman, 2007
p-Cijanofenil- 0% Hodgkins & Reeves, 1964
p-Nitrofenil- 0% Hodgkins & Reeves, 1964
p-Hidroksifenil- 54% Wong & Dolman, 2007
p-Etoksifenil- 88% Hodgkins & Reeves, 1964
a-Naftil- Kaluz_a, 1912
30%  Sakaietal., 1975

69



Opsti deo

Tabela 3.6.(Nastavak)

A B C
Kaluza, 1912
SNattil- 73%  Hodgkins & Reeves, 1964
40%  Sakaietal., 1975
Izoamil- 99% Stieger, 1916
o-Hlorfenil- 99% Kim & Ryu, 1993
m-Hlorfenil- 100%  Kim & Ryu, 1993
65-68% Vvan der Kerk et al., 1973
Dains et al., 1922
Dyson, 1941
72-81% | psanitsch, 1872
p-Hlorfenil- Connolly & Dyson, 1935
34%  Wong & Dolman, 2007
70%  Hodgkins & Reeves, 1964
100%  shibanuma et al., 1977
85%  Fujiwara et al., 1991
p-fenilendiizotiocijanat 71% van der Kerk et al., 1973
p-acetilaminofenil- 73% van der Kerk et al., 1973
p-Etoksifenil- 64% van der Kerk et al., 1973
m-Bromfenil- 65% Wong & Dolman, 2007
55%  van der Kerk et al., 1973
p-Bromfenil- 73%  Hodgkins & Reeves, 1964
77%  Wong & Dolman, 2007
74-78% Dains et al., 1941
Fenil- 85%  Mesheram et al., 1997
93%  Fujiwara et al., 1991
Izopropil- Hodg_kins & Ettlinger, 1956
80%  Sakaietal., 1975
Propil- 93% Sakai et al., 1975
Izobutil- Hodgkins & Ettlinger, 1956
65—-75% Hodgkins & Ettlinger, 1956
85%  Sakaietal., 1975
Butil- 93%  Fujiwara et al., 1991
93% Lietal., 1997
100% Tanakaetal., 1977
seeBUtl- 24% Sa_kai et al., 1975
83%  Fujiwara et al., 1991
24%  Sakai et al., 1975
terc-Butil- 81%  Fujiwara et al., 1991
100% Tanakaetal., 1977
98%  Kim & Ryu, 1993
p-(N,N-dimetilamino)fenil- 60% Hodgkins & Reeves, 1964
1,6-Heksametilendiizotiocijanat 92% Lietal., 1997
5-Izotiocijanato-1-pentanol 95% Lietal., 1997
p-Hidroksifenil- 84% Lietal., 1997
p-Hlorbenzil- 75% Mesheram et al., 1997
p-Brombenzil- 97% Wong & Dolman, 2007
a-Metilbenzil- 72%  Mesheram et al., 1997
Fenilen-1,2-diizotiocijanat 45% Mesheram et al., 1997
Dodecil- 52% Mesheram et al., 1997
Etil-2-izotiocijanato-3-fenilacetat 62% Mesheram et al., 1997
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Tabela 3.6.(Nastavak)

A B C
Etil-2-izotiocijanato-3-fenilpropanoat 65% Mesheram et al., 1997
91%  Shibanuma et al., 1977
Benzil- 98%  Fujiwara et al., 1991
78%  Wong & Dolman, 2007
Alil- 62% Fujiwara et al., 1991
Metoksikarbonilmetil- 71% Fujiwara et al., 1991
2,6-Dimetilfenil- 81% Fujiwara et al., 1991
4-Etoksibutil- 100%  Tanakaetal., 1977
2,6-Dihlorfenil- 100%  Kim & Ryu, 1993
2,4,6-Trimetilfenil- 100%  Kim & Ryu, 1993
p-Metoksibenzil- 96% Wong & Dolman, 2007
Fenilpropil- 75% Wong & Dolman, 2007
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4.1. BILINI MATERIJAL | PRIPREMA UZORAKA

4.1.1. BILINI MATERIJAL

Biljni materijal kori€en za analizu sakupljen je u periodu maj 2006 —20ap.
godine na teritoriji Srbije i Makedonije sa prirodnih staniSta. Bokanidentifikacija je
izvrSena prema dihotomnim klju¢evima “Flore SR Srbije”. Herbarski primerci
deponovani su u herbarijumu Prirodno-matetkaty fakulteta u NiSu, Laboratorija za
organsku analizu i sintezu i herbarijumu Odseka za biologiju i ekologiju Prirodno-
matematikog fakulteta u NiSu pod rednim brojevima navedeunifabeli 4.1. Detaljne
informacije o uzorcima (lokaliteti, staniSta, vremena uzorkovanja i oznake vaucera) date
su u Tabeli 4.2.

4.1.2. OBRADA BILINOG MATERIJALA

Uzorci za izolovanje autolizata (ispitivane Brassicaceae vrsteliafirgu u
najkratem mogydem vremenu, a najvise 6 h od uzorkovanja. Svi ostrci su, nakon
razdvajanja po organima, suSeni na vazduhu do konstantne mase, zatim usitnjeni i
uskladisteni u papirnim véama do analize.

4.1.3.1ZOLOVANJE ETARSKIH ULJA

Etarska ulja su izolovana hidrodestilacijom odmerene mase biljnog materijala u
originalnom aparatu po Clevenger-u u toku 2,5 h. Dobijena etarska ulja su ekstrahovana
dietil-etrom, a zatim su dobijeni ekstrakti suSeni preko anhidrovanog magnezijum-
sulfata (Tabela 4.1). Nakon odvajanja sredstva za suSenje filtriranjem i réatvara
destilacijom na rotacionom upari@na sobnoj temperaturi, etarska ulja&suana na 4
°C do analize.

4.1.4. AUTOLIZA GLUKOZINOLATA

4.1.4.1. 1zolovanje proizvoda hidrolize (Radulovt et al., 2008)

Autoliza glukozinolata prisutnih u tkivu vrsta porodice Brassicaceae je vrSena na
homogenizovanim uzorcima svezeg biljnog materijala (100 g uzorka), koji su pomesani
s dovoljnom kokinom destilovane vode kako bi se dobila palote konzistencija
smeSe (oko 250 ml). Prema modifikovanoj proceduri opisane od strane Vaughn-a i
Berhow-a (2005), dietil-etar (100 ml) je dodat svakom uzorku, zatim je, nakon
zatvaranja staklenih posuda, njihov sadrzaj meSan na 200 obrtaja/min u toku 8 h na 25
°C. Nakon izvrSene hidrolize je dodat natrijum-hlorid (60 g) i sadrzaj je ponovo mesan.
Etarski sloj je zatim odvojen od isoljenog vodenog sloja i biljnih ostataka i filtriran kroz
Whatman No. 1 filter papir. Ostatak biljne mase je josS tri puta ekstrahovan dietil-etrom.
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Spojeni etarski ekstrakti su suSeni preko anhidrovanog magnezijum-sulfata. Nakon
odvajanja sredstva za suSenje filtracijom i rastiardestilacijom na rotacionom
uparivau na 30 °C, ekstrakt je rastvoren u dietil-etrurfdp(Tabela 4.1).

4.1.4.2. Modifikovani postupak autolize glukozinolata

Modifikacija prethodnog postupka autolize glukozinolata izvrSena je sa ciljem
utvrdivanja mogueg nastajanja artefakta (metil estar 4-izotiocijahatanske kiseline)
u autolizatuE. diffusum u toku postupka izolovanja izotiocijanata/glukozinolata uz
upotrebu vruég/kljucalog metanola.

Modifikacija se sastoji u sledem: svezi uzorak biljnog materijala (100 g)
podeljen je na dva dela; jedan deo (50 g) biljnog materijala je, nakon homogenizacije,
refluktovan u metanolu u toku 10 minuta; ekstrakt dobijen nakon uparavanja metanola
na rotacionom vakuum upariéa spojen je sa drugim, netretiranim delom biljnog
materijala (50 g) koji sluzi kao izvor mirozinaze, pa je zatim izvrSena autoliza prema
prethodno opisanoj proceduri.

Tabela 4.1. Pripremljena etarska ulja i autolizati

Vaucer Takson Bilini delovi Odvaga Prinos  Prinos Oznaka
br. J () (mg)  (%,ww) uzorka
VN100042 Geranu_Jm naq. delovi 1000 262 0,026  germn
macrorrhizum rizom 1500 180 0,018  germr
VN100037 Geranium sanguineum cela biljka 508 50 0,010 gers-c
VN100041 Geraniumrobertianum —2d: delovi 1450 876 0006 gerr-n
koren 125 52 0,042 gerr-k
MD0206  Geranium columbinum nad.delovi 680 2 0,011 geren
koren 402 357 0,089 gerc-k
MDO0306 Geranium lucidum cela biljka 464 134 0,029 gerl-c
MDO0406  Geranium purpureum cela biljka 153 36 0,024 gerp-c
MDO0506 Geranium phaeum nad.delovi 240 22 0,010 gerph-nl
MD0407 Geranium phaeum naq.deIOV| 212 30 0,014 gerph-n2
rizom 494 30 0,006  gerph-r2
3410 Erodium cicutarium cela biljka 500 70 0,014  eroct-cl
3411 Erodium ciconium cela biljka 300 182 0,061  erocn-c
3412 Erodium absinthioides cela biljka 600 122 0,020 eroab-c
MDO0106 Erodium cicutarium cela biljka 250 25 0,010 eroct-c2
nad. delovi bez
MDO0108  Erodium cicutarium cveta 250 27 0011 eroct-n3
koren 300 - - eroct-k3
MDO0107 Hornungia petraea cela biljka 80 65 0,081 horp-cl
MDO0207 Hornungia petraea cela biljka 125 70 0,056  horp-c2
MDO0307 Erysimum diffusum cela biljka 50 30 0,060 eryd-cl
d.delovi 67,50 54 0,080 d-n2
MDO0110 Erysimum diffusum nac.deov bial
koren 100 50 0,050 eryd-k2

-74 -



Tabela 4.2. Podaci o uzorcima ispitivanih vrsta

Familija Takson Lokalitet Staniste Datum Vauder br.
Geraniaceae Geranium macrorrhizum planina Vlasina senovita, kamenita mesta pored puta 20.09.2007.  VN100042
Geraniaceae Geranium sanguineum Suva Planina planinska livada, na obodu Sume 01.07.2006.  VN100037
Geraniaceae Geranium robertianum Suva Planina Suma 24.05.2006. VN100041
Geraniaceae Geranium columbinum Ploge, obronci Suve planine stana, kamenita mesta pored puta 05.06.2006. MDO0206
Geraniaceae Geranium lucidum Dolac, Bela Palanka kamenjar pored pruge 05.06.2006. MDO0306
Geraniaceae Geranium purpureum Dolac, Bela Palanka kamenjar pored pruge 05.06.2006. MDO0406
Geraniaceae Geranium phaeum Ploce, obronci Suve planine Suma 12.06.2006. MDO0506
Geraniaceae Geranium phaeum Ploge, obronci Suve planine Suma 09.06.2007. MDO0407
Geraniaceae Erodium cicutarium Ploge, obronci Suve planine kamenita mesta pored puta 18.05.2008. 3410
Geraniaceae Erodium ciconium MalosisSte, Nis ruderalna stanista, pored puta 20.05.2008. 3411
Geraniaceae Erodium absinthioides Planina Krstd, Makedonija kamenita mesta pored puta 15.05.2008. 3412
Geraniaceae Erodium cicutarium Ploce, obronci Suve planine stana, kamenita mesta pored puta 05.06.2006. MDO0106
Geraniaceae Erodium cicutarium Mramorsko Brdo, Ni$ suwiana, kamenita mesta pored puta 10.06.2008. MDO0108
Brassicaceae Hornungia petraea klisura Prizrenske Bistrice, Prizren  kamenjarickjak 23.03.2007. MDO0107
Brassicaceae Hornungia petraea Stara Planina stenovita, kamenita mesta 12.04.2007. MDO0207
Brassicaceae Erysimum diffusum Dolac, Bela Palanka ruderalna stanista, pored puta 05.05.2007. MDO0307
Brassicaceae Erysimum diffusum Mramorsko Brdo, Ni$§ pored puta 05.05.2010. MDO0110
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4.2. METODE RAZDVAJANJA | ANALIZE

4.2.1.NUKLEARNO -MAGNETNA REZONANTNA (NMR) SPEKTROSKOPIJA

NMR spektri sintetisanih jedinjenja snimani su na Institutu za hemiju Prirodno-
matematikog fakulteta u Kragujevcu, na Varian Gemini 200kspmemetru {H na 200
MHz i **C na 50,3 MHz), korist¢é TMS kao interni standard zaH NMR i
deuterohloroform (CDG) za *C NMR. Dobijeni podaci su obdani u programu
MestreNova (ver. 6.0.2-5475, Mestrelab Research, Spanija).

4.2.2 INFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA (FTIR)

FTIR spektri (ATR-attenuated total reflectance) sintetisanih jedinjenja snimani
su na instrumentu Thermo Nicolet, model 6700 (Waltham, SAD).

4.2.3.HROMATOGRAFIJA NA TANKOM SLOJU  (TLC)

TLC je vrSena na aluminijumskim plo¢ana sa prethodno naneSenim slojem
slika-gela 60 U\ss4 (Merck, Neméka). Kao eluent koriena je smeSa heksana i dietil-
etra. Vizualizacija mrlja vrSena je pomoc¢u UV svetlosti (254 nm), odnosno 30%-tnim
rastvorom sumporne kiseline, a zatim zagrevanjem.

4.2.4 TECNA HROMATOGRAFIJA PRI SREDNJIM PRITISCIMA  (MPLC)

Preparativna MPLC razdvajanja komponenata smeSa vrSena su na Buchi
instrumentu (tip C 610, Biichi Labortechnik, Svajcarska), na silika-gelu 60 (>230 mesh-
a) pri protoku mobilne faze od 2,5 ml/min (smeSa heksan/dietil-etar) pod gradijentnim
uslovima.

4.2.5.GASNA HROMATOGRAFIJA —MASENA SPEKTROMETRIJA (GC-MS) | GASNA
HROMATOGRAFIJA (GC)

4.2.5.1. Gasna hromatografija — masena spektrometrija (GC-MS)

Gasno-hromatografska analiza etarskih ulja, autolizata i sintetisanih jedinjenja
izvrSena je na aparatu HP 6890N, na HP-5MS ili DB5 kapilarnoj koloni (5%
fenilmetilsiloksan, 30mx 0,25 mm, debiljina filma 0,2%m, Agilent Technologies,
SAD), opremljenim FID detektorom. Kao nésegas, korigen je helijjum, sa
konstantnim protokom od 1 ml/min. Temperaturni uslovi: radna temperatura injektora i
detektora 250 °C, odnosno 320 °C; linearni temperaturni program kolone u opsegu od
70 °C - 315 °C, sa temperaturnim pée@jem od 5 °C/min, a zatim izotermalno u
trajanju od 10 minuta. Injektirano jepd rastvora uzorka u etru (1 mg u 1 ml dietil-etra)
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(1:200), u pulsnom “split” modu (40:1), pri protoku od 1,5 ml/min u prvih 30 sekundi, a
zatim 1,0 ml/min do kraja analize. GC-FID analiza jedersa pod istim
eksperimentalnim uslovima. Procentualni sastav pojedinih komponenatéendeena
osnovu povrSina pikova, bez katéhja korekcionih faktora. Jonizacija je vrSena
elektronima energije 70 eV, sa akvizicijommiz opsegu 35650 i skeniranjem na 0,32
S.

4.2.5.2. Identifikacija komponenata

Podaci su obreni pomoéu MSD ChemStation softvera (ver. D.03.00.611,
Agilent Technologies, SAD) u kombinaciji sa AMDIS (ver. 2.68) i NIST MS Search
programskim paketom (ver. 2.0d, Nacionalni institut za standarde i tehnologiju (NIST),
SAD). AMDIS je korigen za dekonvoluciju masenih spektara, tj. ekstrakagtih
masenih spektara iz preklopljenih pikova, dok je NIST MS Search obezbedio algoritam
za pretragu biblioteka masenih spektara. Hemijski sastav ispitivanih uzorakarogire
uporeiivanjem linearnih retencionih indeksa pojedinin kamenata (Adams, 2007),
izratunatin u odnosu na/C- Css alkane (van den Dool et al., 1963), sa literaturnim
vrednostima, porkEnjem masenih spektara sa spektrima poznatih jeginjéz
biblioteka Wiley Registry of Mass Spectral Data 6" Edition, NIST/EPA/NIH Mass
Soectral Library 05, Mass Finder 2.3, Adams (Adams, 2007) i ine MS biblioteke, kao
i koinjektiranjem standardnih supstanci (alkani, nekoliko terpenoida i atwrhati
jedinjenja, sintetisana jedinjenja).
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4.3. HEMIKALIJE | RASTVARA ClI

Sve hemikalije koje su kokigéne u radu (p.&istoce), 2-metoksibenzaldehid, 3-
metoksibenzaldehid, benzil-amin, 4-metoksibenzil-amin, benzil-hlorid, anizol, 4-
aminobutanska  kiselina, metil-jodid, paraformaldehid, trifenilfosfir\,N'-
dicikloheksilkarbodiimid, hidroksilamin-hidrohlorid, trietil-amin, ugljen-disulfid,
olovo(ll)-nitrat, kalijum-karbonat, natrijum-hidroksid, magnezijum-sulfat, cink (prah),
natrijum-borhidrid, natrijum-hidrogenkarbonat, natrijum-cijanid, kalijjum-rodanid i
hlorovodonéna kiselina, kao i rastvatia dietil-etar, N,N-dimetilmetanamid,
dihlormetan, heksan, ugljen-tetrahlorid, etanol i benzen, nabavljeni su od kompanija
Sigma Chemical Co. (St. Luis, SAD), Acros Organics (New Jersey, SAD), Aldrich
Chemical Co. (Steineheim, Netika), Merck (Darmstadt, Neniga), J. T. Baker
(Deventer, Holandija), Supelco (Bellefonte, SAD), Centrohem (Stara Pazova, Srbija),
Zorka (Sabac, Srbija) i Zdravlje (Leskovac, Srbija). Rastvasa neposredno pre
koris¢enja predestilovani, dok su ostale hemikalije upijieee bez prethodnog
prediS¢avanja.
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4.3. IZOLOVANJE | SINTEZA ODABRANIH JEDINJENJA

4.3.1.1Z0LOVANJE GERMAKRONA

Germakron 194) je izolovan frakcionom kristalizacijom (na°@) iz etarskog
ulja (1,3 g) izolovanog iz nadzemnog d&amacrorrhizum. Nakon filtriranja, dobijeni
kristali su isprani apsolutnim etanolom i suSeni na vazduhu na sobnoj temperaturi u toku
24 h, pricemu je dobijeno 0,55 g germakrona u obliku belirstaita, T 54-56°C,
EIMS, 70 eV,nVz (rel. int.): 175 (21), 136 (55), 135 (73), 121 (28), 107 (100), 91 (33),
79 (21), 67 (57), 53 (21), 41 (23); FTIR (ATR) ¢m2983, 2915 (alicikine C—H
vibracije), 2850, 1670 (C=0), 1658, 1437, 1368, 1269, 1253, 1176, 1130, 1067, 1001,
891, 856, 757, 681, 629. GC analizom je ustanovljeno da je izolovano jedinjenje
dovoljno ¢isto za testiranje antimikrobne aktivnosti.

4.3.2.SINTEZA 4-1ZOTIOCIJANATOBUTANSKE KISELINE

Suspendovano je 0,45 g 4-aminobutanske kisell®®,(4,40 mmol) u 5 ml
etanola i dodato je, uz meSanje, 3,34 g ugljen-disulfida;(@% mmol) i 888 mg
trietilamina (EtN; 8,80 mmol). Neophodna keéiha destilovane vode (nekoliko kapi) je
zatim dodata u reakcionu smeSu do izbistrivanja rastvora (do potpunog rastvaranja
jedinjenjal95). Nakon meSanja, u toku 1 h, na sobnoj temperaturi, reakciona smesa je
presipana wasu sa 100 ml destilovane vode. Dobijenom rastverwz konstantno
meSanje, dodat rastvor 1,5 g olovo(ll)-nitrata u 10 ml destilovane vode. Nakon
zagrevanja na 40 °C, dolazi do taloZenja olovo-sulfida braon boje koja brzo prelazi u
crnu. Reakciona smeSa je zatim dlelaa na ledenom kupatilu, filtrirana kroz Bichner-
ov levak i filtrat ekstrahovan 3 puta etrom. Nakon uparavanja etra na rotacionom
uparivau dobijeno je 90 mg Zutog ulja 4-izotiocijanatobsiem kiseline 196, 14,3%).

GC analizom je ustanovljeno da je uzorak dovolgist za potpunu spektralnu
karakterizaciju. R(DB-5) 15,07 min, Rl 1401 (maksimum pika); EIMS, 70 eV, (n&.
int.): 145 [M]" (86,8), 128 (7,9), 127 [M —4®]" (82,5), 100 [(CH)sNCSJ' (5,4), 99 [M

— H,O — COfT (10,2), 98 (5,7), 88 (5,8), 87 [M — NCYB9,5), 86 [(CH).NCST (93,1),

85 [CH=CHNCSJ (38,2), 73 [M — CHNCSJ (7,1), 72 [CHNCST (100,0), 71 (6,6),
70 (5,9), 69 (7,2), 61 (2,6), 60 [M — GFCHNCST (65,1), 59 [M — (CH),NCSJ'
[HNCS]' (23,9), 58 [NCS] (10,4), 57 (3,3), 55 (4,4), 46 [NS[3,4), 45 [HCS] [M —
(CH2)sNCSJ' (77,1), 44 [CS] (8,0), 43 (24,8), 42 (16,2), 41 (53,6), 40 (7,9), 39 (30,8),
38 (4,2); FTIR (ATR) crit: 2936 (C-H), 2181-2098 (NCS), 1703 (C=0), 1412, 1346,
1252, 1210, 1171, 1068, 917 (NCS), 787, 6B4NMR (DMSO-ds), & 1,85 (qui, 2H,
3-H), 2,35 (t, 2H, 2-H), 3,66 (t, 2H, 4-H))C NMR (DMSO4s), d 25,0 (C-3), 30,7 (C-
2), 44,4 (C-4), 128,5 (N§), 173,6 (OOH).
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4.3.3.SINTEZA BENZIL -IZOTIOCIJANATA , TIOCIJANATA | NITRILA

Opsta procedura za sintezu metoksibenzaldehida 159a—b (Leardini et al., 2001)

Odgovaraju¢i hidroksibenzaldehid (7,52 g; 59,7 mmol) je dodapenziji
kalijum-karbonata (16,52 g; 120 mmol) u DMF-u (100 ml). Zatim je dodat metil-jodid
(3,8 ml; 8,65 g; 61 mmol) i rastvor je meSan u toku 21 sata na sobnoj temperaturi. U
reakcionu smesu je zatim sipana voda (100 ml) i ekstrahovana dietil-etra@0(8x).
Kombinovani organski ekstrakti su suSeni preko anhidrovanog magnezijum-sulfata i
koncentrovani na rotacionom uparntua GC analizom je ustanovljeno da su sintetisana
jedinjenja dovoljno cista za dalje reakcije.

2-Metoksibenzaldehidl69a): bezbojna tmost, 7,67 g (90%), {RDB5) 10,89 min, RI

1249; EIMS, 70 eViz (rel. int.): 136 (100), 135 (55), 119 (32), 118 (33), 104 (24), 92
(28), 78 (27), 77 (66), 76 (35), 65 (26); FTIR (ATR) tn2939 (C-H), 2842 (C-H
aldehida), 2020, 1985, 1685 (C=0 vibracije arom. aldehida), 1598 (arom. C=C), 1513,
1466, 1394, 1285, 1242 (ar. C-O-al. C), 1160, 1103, 1021 (ar. C-O-al. C),, 833, 756,
647.

3-Metoksibenzaldehidl69b): bledo-zuta ténost, 6,27 g (75%), RDB5) 9,46 min, RI

1190; EIMS, 70 eVmz (rel. int.): 136 (100), 135 (96), 107 (35), 92 (19), 77 (40), 65
(22), 64 (14), 63 (19), 51 (12), 39 (15); FTIR (ATR)tn2836 (C—H aldehida), 2731,
2036, 1698 (C=0 vibracije arom. aldehida), 1585 (ar. C=C), 1484, 1458, 1384, 1259
(ar. C-O-al. C), 1146, 1036 (ar. C-O-al. C), 928, 866, 771, 681, 646.

Opsta procedura za sintezu oksima benzaldehida 160a—b (Vuékvié¢ et al., 2006)

U tarioniku je usitnjeno 0,84 g (12,1 mmol) hidroksilamin-hidrohlorida, a zatim
je u porcijama dodavan natrijum-hidroksid (0,49 g; 12,1 mmol) i aldehid (1,5 g, 11
mmol). Reakciona smeSa je ostavljena da odstoji 12 h, a zatim je viSe puta ekstrahovana
etrom. Kombinovani organski ekstrakti su isprani vodom, suseni preko anhidrovanog
magnezijum-sulfata i koncentrovani na rotacionom upauvaGC analizom je
ustanovljeno da su sintetisana jedinjenja dovodjista za dalje reakcije.

SmesSa Z)- i (E)- izomera oksima 2-metoksibenzaldehid®@a): beli kristali, 1,5 g
(90%), R (DB5) 13,11 i 14,93 min, Rl 1339 i 1413; EIMS0 eV,mz (rel. int.): 133
(100), 132 (32), 105 (87), 104 (75), 103 (99), 90 (45), 78 (18), 75 (21), 63 (20), 39 (23);
FTIR (ATR) cm®: 3400-2500 (Siroka traka, O—H), 1628 (C=N), 1599, 1495, 1463,
1437, 1303, 1252 (ar. C-O-al. C), 1021 (ar. C-O-al. C), 968, 744.

SmesSaZ)- i (E)-oksima 3-metoksibenzaldehidb60h): bezbojna ténost, 1,63 g (98%),
R; (DB5) 12,09 i 14,78 min, RI 1298 i 140IMS’, 70 eV,m/z (rel. int.): 133 (100),
104 (9), 103 (72), 102 (12), 90 (46), 76 (12), 64 (13), 63 (19), 50 (9), 39 (11); FTIR

" EIMS spektri £)- i (E)-izomera su identhi.
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(ATR) cmi: 3600-2700 (Siroka traka, O—H), 1628 (C=N), 1599, 1578, 1491, 1455,
1431, 1259 (ar. C-O-al. C), 1039 (ar. C-O-al. C), 861, 781, 686.

Opsta procedura za redukciju aldoksima do amina 161a—b (Tsukinoki et al., 1998)

U smeSu aldoksima (1,5 g; 9,9 mmol) i 5%-tnog rastvora natrijum-hidroksida
(40 ml) na sobnoj temperaturi, u toku 10 minuta, dodat je cink u prahu (10 g). Nakon
meSanja, u toku 22 sata, na sobnoj temperaturi, reakciona smeSa je filtrirana i filtrat je
ekstrahovan etrom (3%0 ml). Kombinovani organski ekstrakti su ekstrahovani 5%-
tnim rastvorom hlorovodotine kiseline (380 ml). Spojenim kiselim vodenim
ekstraktima je zatim dodat 5%-tni rastvor natrijum-hidroksida tako da pH vrednost bude
oko 12. Zatim je dobijeni alkalni rastvor ekstrahovan etromi@®xml). Kombinovani
organski ekstrakti su isprani vodom (100 ml), suSeni preko anhidrovanog magnezijum-
sulfata i koncentrovani na rotacionom upakivaGC analizom je ustanovljeno da su
sintetisana jedinjenja dovoljno cista za dalje reakcije.

2-Metoksibenzil-amin 161a): svetlo-zuta t@ost, 0,96 g (71%), (RDB5) 12,23 min,

RI 1303; EIMS, 70 eVivz (rel. int.): 137 (63), 136 (100), 121 (61), 120 (50), 119 (24),
108 (25), 106 (32), 104 (38), 91 (28), 66 (28): FTIR (ATR)'cr8378 (NH), 3280
(NHy), 2934 (C-H), 2836 (C—-H), 1599 (NH 1490, 1461, 1236 (ar. C—O-al. C), 1026
(ar. C-O-al. C), 887, 750.

3-Metoksibenzil-amin X61b): svetlo-zuta ténost, 0,87 g (64%), (RDB5) 11,86 min,

RI 1288; EIMS, 70 eVivz (rel. int.): 137 (58), 136 (100), 121 (17), 109 (24), 108 (16),
106 (42), 94 (25), 79 (19), 78 (17), 77 (30); FTIR (ATR)t@380 (NH), 3280 (NH),
2946 (C-H), 2836 (C—H), 1594 (N} 1487, 1454, 1257 (ar. C—O-al. C), 1149 (C-N),
1038 (ar. C-0O-al. C), 851, 777, 692.

Opsta procedura za sintezu izotiocijanata 162a—d iz amina (Tsogoeva et al., 2005)

Benzil-amin (61d 3,59 g; 33 mmol) ili odgovaraju¢i metoksibenzil-amin je
rastvoren u 40 ml suvog dihlormetana. Nakoniéga na -10 °C, u rastvor je dodato
12,5 ml ugljen-disulfida i 6,3 g DCC-a (30,6 mmol). Uz meSanje, reakciona smesa je
ostavljena da u toku od 3 sata dostigne sobnu temperaturu, zatim je meSana narednih 5
sati, takode, na sobnoj temperaturi. Nakon odvajanja nasw@leed filtriranjem,
rastvaré je uparen na rotacionom uparuva Ostatak je rastvoren u etru i rastvor
ponovo filtriran, pricemu je odvojena nova koiha tiouree. Nakon koncentrovanja
rastvora, prethodni postupak je ponavljan do dobijanja sirovog proiz{istal62a-d
je dobijen nakon MPLC hromatografije. GC analizom je ustanovljeno da &Sc¢ere
jedinjenja dovoljno cista za koinjektiranje i testiranje antimikrobna/asti.

2-Metoksibenzil-izotiocijanatl62a): tamno-zuta teost, 0,81 g (69%), RDB5) 18,44
min, Rl 1563; EIMS, 70 eViivz (rel. int.): 179 (13), 122 (9), 121 (100), 93 (8), 92 (8),
91 (97), 78 (13), 77 (12), 65 (16), 51 (12); FTIR (ATR) tn2927, 2853, 2170
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(N=C=S), 2071 (N=C=S), 1693, 1602 (ar. C=C), 1492, 1462, 1342, 1246 (ar. C—-O-al.
C), 1287, 1118, 1026 (ar. C—O-al. C), 750 (C-S), 671 (N=C=S). Ukupan prinos: 39,7%.

3-Metoksibenzil-izotiocijanat162b): Zuta ténost, 0,76 g (67%), RDB5) 19,18 min,

Rl 1595; EIMS, 70 eVivz (rel. int.): 179 (32), 122 (9), 121 (100), 91 (28), 78 (15), 77
(14), 65 (8), 63 (6), 51 (8), 39 (6); FTIR (ATR) ¢m2929, 2852, 2202 (N=C=S), 2089
(N=C=S), 1692, 1601 (ar. C=C), 1490, 1452, 1336, 1261 (ar. C-O-al. C), 1150, 1039
(ar. C-0O-al. C), 773 (C-S), 700 (N=C=S), 544. Ukupan prinos: 31,5%.

4-Metoksibenzil-izotiocijanatl(629: svetlo-Zuta ténost, 2,76 g (77%), (RDB5) 19,82

min, Rl 1623; EIMS, 70 eV, m/gel. int.): 179 (9), 122 (8), 121 (100), 91 (6), 89 (3), 78
(11), 77 (11), 63 (3), 52 (3), 51 (5); FTIR (ATR) ¢m3291, 2928, 2835, 2183
(N=C=S), 2075 (N=C=S), 1685, 1610 (ar. C=C), 1510, 1438, 1341, 1246 (ar. C-O-al.
C), 1174, 1029 (ar. C-O-al. C), 815, 751, 668, 545. Ukupan prinos: 77% (polazno
jedinjenje 161

Benzil-izotiocijanat {62d): svetlo-Zuta ténost, 3,73 g (75%), (RDB5) 13,45 min, RI
1353; EIMS, 70 eVmvz (rel. int.): 149 (23), 92 (7), 91 (100), 90 (2), 89 (6), 65 (15), 63
(6), 51 (5), 50 (3), 39 (5); FTIR (ATR) ¢m 3063 (ar. C—H), 3031 (ar. C-H), 2166
(N=C=S), 2067 (N=C=S), 1495, 1454, 1346, 1301, 1200, 1072 (C-N), 813, 696
(N=C=S), 573. Ukupan prinos: 75% (polazno jedinjenje 161d

Opsta procedura za sintezu benzilalkohola 163a—b redukcijom odgovarajin
aldehida

U 30 ml apsoluthog etanola olienog u ledenom kupatilu na 0 °C
suspendovano je 5 g natrijum-borhidrida, a zatim je dodato 5 g (36,7 mmol) jedinjenja
159a—h Reakciona smeSa je meSana u toku 90 minuta na 0 °C, a zatim preléasoa u
sa 100 ml destilovane vode. Uz meSanje, u viSe porcija, dodato je paZljivo nekoliko
mililitara 2 M rastvora hlorovododine kiseline radi uklanjanja neizreagovanog hidrida.
Reakciona smeSa je zatim ekstrahovana etroni0@xml). Kombinovani organski
ekstrakti su isprani vodom, suSeni preko anhidrovanog magnezijum-sulfata i
koncentrovani na rotacionom uparntua GC analizom je ustanovljeno da su sintetisana
jedinjenja dovoljno cista za dalje reakcije.

2-Metoksibenzil-alkohol 163a): bezbojna tmost, 4,27 g (84%), RDB5) 11,36 min,

RI 1249; EIMS, 70 eVivz (rel. int.): 138 (100), 137 (30), 121 (28), 109 (42), 107 (48),
105 (70), 91 (45), 79 (25), 77 (79), 51 (29); FTIR (ATR)tr®600-3100 (Siroka traka,
O-H), 2937, 2836, 1602 (ar. C-C), 1491, 1460, 1337, 1287, 1237 (ar. C-O-al. C),
1115, 1027 (CHOH), 750.

3-Metoksibenzil-alkohol163b): bezbojna ténost, 4,15 g (82%).
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Opsta procedura za sintezu benzil-hlorida 165a—b iz odgovaragih benzil-
alkohola Appel-ovom reakcijom (Calzada & Hooz, 1974)

Rastvoreno je 2 g (14,5 mmol) jedinjerij@3a—bu 13 ml ugljen-tetrahlorida.
Ovom rastvoru je dodato 4,94 g (18,8 mmol) trifenilfosfina. Reakciona smeSa je
refluktovana u toku Tasa, a zatim ohiina na sobnu temperaturu. Nakon dodavanja
20 ml suvog pentana i meSanja joS 5 minuta na sobnoj temperaturi, reakciona smesa je
filtrirana. Filtrat (od istalozenog trifenilfosfin-oksida) je koncentrovan uparavanjem na
rotacionom upariva. Dobijeni sirovi proizvod je ptescen ,dry-flesh®
hromatografijom, pricemu je kao eluent kokdén heksan. GC analizom je ustanovljeno
da su sintetisana jedinjenja dovoljno cista za dalje reakcije.

2-Metoksibenzil-hlorid {65a): bezbojna tmost, 0,68 g (30%), RDB5) 10,32 min, RI
1225; EIMS, 70 eVmz (rel. int.): 158 (11), 156 (33), 122 (9), 121 (100), 91 (92), 89
(8), 78 (15), 77 (18), 65 (11), 51 (14); FTIR (ATR) &ni652, 1494, 1386, 1254 (ar.
C-0O-al. C), 1093, 1062, 865, 659.

3-Metoksibenzil-hlorid 165h): bezbojna tenost, 0,96 g (36%), RDB5) 10,77 min, RI
1244; EIMS, 70 eVmz (rel. int.): 158 (11), 156 (33), 122 (9), 121 (100), 91 (27), 89
(6), 78 (15), 77 (21), 63 (7), 51 (11); FTIR (ATR) ¢nR960, 2834, 1601 (ar. C=C),
1490, 1255 (ar. C-O-al. C), 1154, 1038 (ar. C-O-al. C), 966, 840, 708, 596.

Sinteza 4-metoksibenzil-hlorida (165c) iz anizola (Mdiller et al., 1951)

U 120 ml benzena rastvoreno je 21,63 g (0,2 mol) anizola. Uz meSanje, rastvor
je ohlaien u ledenom kupatilu na 10 °C, pa je zatimd¢esisuvim hlorovodonikom.
Posle toga, u smeSu koja se i dalje meSa i u koju se i dalje uvodi suvi hlorovodonik,
dodato je 7,81 g (0,26 mol) paraformaldehida tako da se temperatura ne povisi preko 30
°C. Oko sat vremena nakon dodavanja paraformaldehida i uvodenja hlorovodonika,
rastvor je dekantovan od nastale male dnod taloga, a benzenski sloj je ispran
ledenom vodom, ohd@nim rastvorom natrijum-hidrogenkarbonata, suSenkagre
magnezijum-sulfata, ponovo filtriran i koncentrovan na rotacionom ugariva
PreciS¢avanjem 17,34 g sirovog proizvoda ,dry-flesh* hroowgagfijom dobijeno je
7,04 g jedinjenjal65c (23%), bezbojna tmost, R (DB5) 11,22 min, RI 1262; EIMS,

70 eV,m/z (rel. int.): 158 (5), 156 (16), 122 (9), 121 (100), 91 (7), 89 (4), 78 (11), 77
(14), 52 (4), 51 (7); FTIR (ATR) cth 2958, 2836, 2160, 1610 (ar. C=C), 1512, 1463,
1303, 1243 (ar. C-O-al. C), 1174, 1109, 1030 (ar. C-O-al. C), 829, 730, 661. GC
analizom je ustanovljeno da je sintetisano jedinjenje dovoljno ¢isto za dalje reakcije.

Opsta procedura za sintezu tiocijanata 166a—d (Suzuki et al., 1979)

Rastvoreno je 2 g (15,8 mmol) benzil-hlorid®%d) ili odgovaraju¢eg hlorida
165a-ci 31,5 g kalijum-rodanida (0,32 mol) u 150 ml DMF. Nakon meSanja u toku 4
¢asa na sobnoj temperaturi, reakciona smesSa je paomeas300 ml vode i ekstrahovana
etrom (3’60 ml). Kombinovani organski ekstrakti su isprani vodom, suseni preko
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anhidrovanog magnezijum-sulfata i koncentrovani na rotacionom uparivaC
analizom je ustanovljeno da su sintetisana jedinjenja dovd@igta za koinjektiranje i
testiranje antimikrobne aktivnosti.

2-Metoksibenzil-tiocijanat166a): Zuta ténost, 0,24 g (84%), (RDB5) 17,82 min, RI

1536; EIMS, 70 eVivz (rel. int.): 179 (9), 122 (9), 121 (100), 93 (10), 92 (8), 91 (98),
78 (14), 77 (9), 65 (14), 51 (9); FTIR (ATR) &m2941, 2637, 2366, 2149 (SN),

1600 (ar. C=C), 1492, 1462, 1438, 1291, 1247 (ar. C-O-al. C), 1180, 1107, 1025 (ar.
C-0O-al. C), 883, 853, 751, 641. Ukupan prinos: 19,1%.

3-Metoksibenzil-tiocijanat1(66h): Zuta teénost, 0,22 g (98%), RDB5) 18,81 min, RI

1579; EIMS, 70 eViz (rel. int.): 179 (33), 121 (100), 91 (30), 89 (6), 78 (16), 77 (13),
65 (7), 63 (7), 51 (8), 39 (6); FTIR (ATR) ¢m2936, 2836, 2356, 2153 (SN), 1600

(ar. C=C), 1489, 1453, 1435, 1265 (ar. C-O-al. C), 1153, 1037 (ar. C-O-al. C), 875,
782, 735, 700, 595, 568. Ukupan prinos: 21,7%.

4-Metoksibenzil-tiocijanat669: Zuta ténost, 2,02 g (82%), (RDB5) 19,41 min, RI

1605; EIMS, 70 eVi/z (rel. int.): 135 (1), 121 (100), 107 (21), 94 (1), 79 (3), 77 (7),
69 (1), 64 (1), 51 (5), 41 (1); FTIR (ATR) ¢m2936, 2836, 2356, 2153 (SN), 1600

(ar. C=C), 1489, 1453, 1435, 1265 (ar. C-O-al. C), 1153, 1037 (ar. C-O-al. C), 875,
782, 735, 700, 595, 568. Ukupan prinos: 18,9% (polazno jedinjenje 164).

Benzil-tiocijanat 66d): beli kristali, 2,04 g (89%), R(DB5) 13,02 min, RI 1335;
EIMS, 70 eV,m/z (rel. int.): 149 (3), 92 (8), 91 (100), 89 (4), 65 (15), 63 (6), 51 (4), 50
(2), 45 (2), 39 (7); FTIR (ATR) cih 3030 (ar. C—H), 2992, 2181 (SN), 2050, 1598

(ar. C=C), 1492, 1454, 1426, 1243, 1203, 1159, 1074, 1027, 918, 804, 767-565 (ar. C—
H i ar. C—C monosupstituisanog ar. jezgra). Ukupan prinos: 89% (polazno jedinjenje
1650).

Opsta procedura za sintezu nitrila 167a—d iz odgovarajgih benzil-hlorida (Adams
& Thal, 1922)

Zagrevanjem na vodenom kupatilu, natrijum-cijanid (2,6 g; 53 mmol) je
rastvoren u 3 ml vode. Nakon rastvaranja, dodavan je rastvor 4,4 g (34,8 mmol) benzil-
hlorida @165d u 4 ml etanola u toku 30 minuta uz refluks. Reakciona smeSsa je
refluktovana joS 3,5 sata, zatim je atdaa na sobnu temperaturu i filtrirana, a talog
ispran sa malo etanola. Etanol je uparen na rotacionom ufagriga ostatak je
ekstrahovan etrom (HO ml). Kombinovani organski ekstrakti su suSeni preko
anhidrovanog magnezijum-sulfata i koncentrovani na rotacionom uparivakon
preciS¢avanja jedinjenja ,dry-flesh” hromatografijom, GCadimom je ustanovljeno da
su sintetisana jedinjenja dovoljngista za koinjektiranje i testiranje antimikrobne
aktivnosti.

2-Metoksifenilacetonitril {67a): Zuta ténost, 310 mg (67%), (RDB5) 13,26 min, RI
1345; EIMS, 70 eVivz (rel. int.): 147 (100), 132 (60), 116 (19), 107 (56), 104 (27), 91
(23), 89 (14), 78 (14), 77 (47), 51 (19); FTIR (ATR) tn2939, 2837, 2249 &N),
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1600 (ar. C=C), 1591, 1495, 1463, 1412, 1291, 1247 (ar. C-O-al. C), 1163, 1108, 1026
(ar. C-O-al. C), 751, 567. Ukupan prinos: 15,2%.

3-Metoksifenil-acetonitril {67b): Zuta teénost, 277,5 mg (69%),RDB5) 14,02 min,

Rl 1376; EIMS, 70 eViz (rel. int.): 147 (100), 146 (19), 132 (27), 117 (22), 116 (24),
104 (20), 90 (17), 77 (66), 63 (17), 51 (17); FTIR (ATR)'trn2940, 2837, 2354,
2251(G=N), 1683, 1601 (ar. C=C), 1489, 1455, 1414, 128591@r. C—O-al. C), 1148,
1108, 1039 (ar. C-O-al. C), 879, 778, 742, 690, 544. Ukupan prinos: 15,3%.

4-Metoksifenil-acetonitril {679: Zuta ténost, 450 mg (58%), (RDB5) 14,45 min, RI
1393; EIMS, 70 eVmz (rel. int.): 147 (100), 146 (44), 132 (36), 116 (21), 107 (21),
104 (16), 91 (11), 78 (10), 77 (38), 51 (12); FTIR (ATR) 8002, 2936, 2837, 2250
(C=N), 1612 (ar. C=C), 1510, 1463, 1416, 1303, 1245 CaO-al. C), 1178, 1109,
1029 (ar. C-O-al. C), 906, 810, 755, 705, 580. Ukupan prinos: 19,5% (polazno
jedinjenje 164).

Fenil-acetonitril {67d): Zuta teénost, 3,45 g (85%), RDB5) 7,89 min, Rl 1126; EIMS,

70 eV,m/z (rel. int.): 117 (100), 118 (9), 116 (42), 91 (9), 90 (47), 89 (29), 63 (12), 51
(13), 50 (9), 39 (9); FTIR (ATR) cih 2940, 2837, 2354, 2250 £8l), 1600 (ar. C=C),

1493, 1463, 1416, 1292, 1249, 1180, 1108, 1026, 832, 752, 696, 642, 593. Ukupan
prinos: 85% (polazno jedinjenje 1656d
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4.4. ISPITIVANJE ANTIMIKROBNE AKTIVNOSTI

4.4.1. KORISCENI MIKROORGANIZMI

Za odrdivanje antimikrobne aktivnosti etarskih ulja, izokowh i sintetisanih
jedinjenja korigeno je jedanaest Gram-pozitivnih, takode, jedanaest Gram-negativnih
sojeva bakterija i 6 fungalnih mikroorganizama (Tabela 4.3.). Pléspergillus
restrictus, Acremonium chrysogenum, Aspergillus fumigatus i Penicillium chrysogenum
izolovani su iz praSine duSeka, identifikovane od strane dr B. Raak®sa Odseka za
biologiju, Prirodno-matematki fakultet u Kragujevcu, i gajene na podlozi krompi
dekstrozni agar (PDA). KIigki izolati bakterija su nabavljeni iz Instituta zavno
zdravlje u Kragujevcu i Instituta za javno zdravlje u NiSu. Gram-negativna bal&erija
coli 95 nabavljena je iz Instituta za imunologiju i virologiju “Torlak” iz Beograda.

Tabela 4.3.Mikroorganizmi korigeni za ispitivanje antimikrobne aktivnosti

Gram-pozitivne bakterije

Saphylococcus aureus ATCC 25923, ATCC 6538, ATCC 27853, kithki izolat i izolat iz
hrane

Clostridium sporogenes ATCC 19404

Bacillus subtilis ATCC 6633

Bacillus cereus izolat iz hrane

Sarcina lutea ATCC 9341 iizolat iz hrane

Micrococcus flavus ATCC 10240

Gram-negativne bakterije

Escherichia coli ATCC 25922, ATCC 8739, Torlak 95, Klitki izolat i izolat iz
hrane

Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 i klinkki izolat

Proteus vulgaris ATCC 8427

Salmonella enterica ATCC 13076

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 i ATCC 25923

Gljivice

Candida albicans ATCC 10231

Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763

Plesni

Aspergillus restrictus izolat iz praSine duseka

Acremonium chrysogenum izolat iz praSine duseka

Aspergillus fumigatus izolat iz praSine duseka

Penicillium chrysogenum izolat iz praSine duseka

4.4.2 TESTIRANJE IN VITRO ANTIMIKROBNE AKTIVNOSTI

Disk difuziona metoda. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti etarskih ulja iz
nadzemnih delova i rizoma vrste. macrorrhizum i komponente izolovane iz ulja
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nadzemnog dela ove vrste, germakrona, vrseno je disk difuzionom metodom na osnovu
preporuka ametkog Nacionalnog komiteta za Klifke laboratorijske standarde
(National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), 2007). Postupak se
sastoji u sledeem: suspenzija kultura ispitivanih mikroorganizant0Q ml; 16§
¢elija/ml) je razlivena u Petrijeve Solje. Testirajga aktivnostcistin etarskih ulja i
rastvora etarskih ulja u etanolu koncentracija 50, 25, 12,5 i 6,25% (v/v). Takode je
testirana aktivnost 33,3%-tnog i 20%-tnog (w/w) rastvora germakrona u etanolu. U
Petrijeve Solje su stavljena etiri sterilna diska od sterilnog filter papira fmnéka 6

mm, prethodno impregnirana sa fibetarskog ulja, rastvora ispitivanog ulja ili rastvora
germakrona. Kao pozitivna kontrola kaehi su standardni antibiotski diskovi
Amoksicilina za bakterije i Nistatina za gljivice, dok je rastvgegtanol) korigen kao
negativna kontrola. Ovako pripremljene Petrijeve Solje termostatirane su u vremenu od
24 ¢asa na 37C za bakterije i 48asova na temperaturi od 28 za plesni i 30C za
gljivice. Dobijeni rezultati predstavljaju zone inhibicije u mm ukljudijprecnik (6

mm) papirnog diska. Testovi su ponavljani pet puta.

Mikrodiluciona metoda. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti vrSeno je i
mikrodilucionom metodom u bujonu (National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS), 1999). Odreanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC)
vrSeno je metodom serije razblazenja u mikrotitarskim plocama sas96a.Bakterije
su kultivisane na Mueller Hinton agaru (MHA) (37 °C), a gljivice na Sabouraud
dekstroznom agaru (SDA) (30 °C). Posle d&sova kultivisanja, napravljena je
bakterijska suspenzija u Mueller Hinton bujonu, gemu je turbidimetrijskom
metodom broj mikroorganizama standardizovan na 0,5 jedinica na McFarland-ovoj
skali. Kon&na koncentracija bakterijskog i gljtriog inokuluma je iznosila 30°
CFU/ml. Apsorbancija svake od suspenzija je dewma spektrofotometrijski (UV/VIS
1610, Shimadzu, Japan). Suspenzije plesni su napravljene u Sabouraud dekstroznom
agaru. Broj zivih mikroorganizama je uflen kori€enjem hemocitometra (za bakterije)

i “Thoma chamber” (za plesni). Fungalni inokulum je iznosiaQt>xCFU/m.

Uzorci za testiranje (etarska ulja, izolovana i sintetisana jedinjenja) su
pripremljeni rastvaranjem u 10%-tnom vodenom rastvoru dimetil-sulfoksida (DMSO)
ili 70%-tnom etanolu (v/v; 4-izotiocijanatobutanska kiselind96). Pocetha
koncentracija uzoraka za testiranje iznosila je 20,0 mg/ml (etarsk&roiium vrsta,
etarska ulja vrst&. macrorrhizum, G. sanguineum i G. robertianum), 14,0 mg/ml (ulje
iz nadzemnog delas. columbinum), 12,0 mg/ml (ulje iz podzemnih delova.
columbinum), 13,4 mg/ml (etarsko ulje wvrsteés. lucidum), 10,0 mg/ml (4-
izotiocijanatobutanska kiselinal96). Napravljena je serija razblazenja osnovnih
rastvora, razblazivanjem u odnosu 1:1 (za svaki uzorak ukupno 10 razblaZzenja; u
slucaju etarskog uljaG. macrorrhizum i Gram-pozitivhe bakterijeB. subtillis
pripremljena je dodatna serija razblazenja). Mikrotitarske ploce su, nakon dodavanja
inokuluma ucasSice plde, inkubirane na 37 °C u toku 2sa (bakterije), 30 °C
(gljivice) ili 28 °C (plesni) u toku 48asa. Bakterijski rast je vizualizovan dodavanjem
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20 ml 0,5%-tnog vodenog rastvora 2,3,5-trifeniltetrazolijum-hlorida (TTC).
Amoksicilin, Hloramfenikol, Tetraciklin i Nistatin su kotiéni kao pozitivha, a
odgovarajuci rastvaka kao negativna kontrola (rezultati kontrola su uk&gni u Tabele
5.3-5.7). MIC je definisan kao najniza koncentracija ispitivanog uzorka kojdaspre
vidljiv rast mikroorganizma (crveno obojenje na diadica nakon dodavanja TTC), dok
minimalna baktericidalna/ fungicidalna koncentracija (MBC) @&ava najniZzu
koncentraciju koja ubija 99,9%elija. Prilikom odrgivanja MBC/MFC, bujon je uzet iz
svih ¢aSica bez vidljivog rasta i inokuliran na MHA u toRd ¢asa na 37 °C za bakterije
ili na SDA u toku 4&asa na 30 °C (gljivice) ili 28 °C (plesni). Testau ponavljani
cetiri puta.

4.5. STATISTICKA ANALIZA PODATAKA

Jednostrana analiza varijance (ANOVA) koeBa je za statistku obradu
dobijenih podataka i utdivanja zng&ajnosti razlike izméu srednjih vrednosti. U svim
statistickim analizama, interval poverenja bio je 95%.
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Rezultati i diskusija

5.1. FITOHEMIJSKO ISPITIVANJE | MIKROBIOLOSKA AKTIVNOST
ODABRANIH VRSTA 1Z FAMILIJE GERANIACEAE

5.1.1.HEMIJSKI SASTAV ETARSKIH ULJA | HEMOTAKSONOMIJA

Ispitivanje hemijskog sastava isparljivih sekundarnih metabolita izolovanih iz
Geranium i Erodium vrsta vrSeno je metodom kapilarne gasne hromatografije
kuplovane sa masenospektrometrijskom detekcijom.

Identifikacija je vrSena podenjem masenih spektara GC razdvojenih sastojaka
smeSe sa spektrima poznatih jedinjenja iz biblioteka masenih spektadatifevrio
gesto na ovaj n#n nije bilo moguée jednozrao izvrsiti identifikaciju jedinjenja, pa
je iz tog razloga identitet jedinjenja paden kori€enjem ortogonalne tehnike —
poredenjem linearnih retencionih indeksa (Rép literaturnim podacima (Adams, 2007)

i u pojedinim slucajevima, GC koinjektiranjem ¢istih, standardnih supstanci.

Kompleksnost etarskih uljacesto onemogucava potpuno razdvajanje
komponenata smeSe, tj. dolazi do preklapanja pikova u hromatogramu. U tim
slucajevima je za uspesnu identifikaciju komponenat&éema dekonvolucija masenih
spektara, tj. “ekstrakcijatistin masenih spektara iz preklopljenih pikova k&gigem
programskog paketa AMDIS.

Rezultati ispitivanja hemijskog sastava etarskih Ggaanium i Erodium vrsta
dati su u Tabelama 5.1. i 5.2. U drugom delu tabela, ispod prikaza identifikovanih
komponenti, iste su objedinjene u okviru grupadrpenoidi (TER),i{) masne kiseline
I jedinjenja nastala metabolizmom masnih kiselina (FADI)) (edinjenja nastala
razgradnjom karotenoida (CDC)iv) grupe neklasifikovanih konstituenata ukljucujuci
komponente moguwg antropogenog porekla (OTH). Ukupni jonski hrorgeami
ispitivanih etarskih ulja dati su u Prilogu (9.1, 9.2, 9.6-9.19).

" ovo je nareito slwaj kod mono- i seskviterpena — molekulska premestamstq analogna reakcijama koje se javljaju pri
biosintezi) i gubitakéitavih fragmenata dovodi do interkonverzije réitih terpenoida, Sto rezultuje vrlo &tiim ili identicnim
spektrima. Takde, esto se deSava da maseni spektri ne pruzaju dovoljno informacija za razlikovanje poloZajnih izomera.

" Retencioni indeksi omogavaju porédenje retencije jedinjenja analiziranih pri raitim uslovima (razkite dimenzije kolone,
protoci, temperaturni programi), pod uslovom da je stacionarna faza ista (Van den Dool & Kratz, 1963)
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Tabela 5.1. Hemijski sastav etarskih ulja ispitivan@eranium vrsta
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752  Piridin OTH - - 01 01 - 0,1 t - t t - - RI,MS,Co-GC
755  E)-2-Pentenal FAD - - t t - - - - - - 0,1 - RI,MS
763  1-Pentanol FAD - 0,1 - - - - - - - - - RI,MS,Co-GC
763  Butanska kiselina FAD t - - - - - - - - - - RI,MS,Co-GC
765  (©)-2-Pentenol FAD - 0,1 t - - - - - - - - RI,MS
772  3-Metil-2-butenol (Prenol) TER/CDC - 0,1 - - - RI,MS
773  Toluen OTH - - t t - - - - t t t - RI,MS,Co-GC
793  3-Metil-2-butenal (=Prenal) TER/CDC t 0,1 0,1 - RI,MS
800  Oktan FAD - - - - - - - - - - - RI,MS,Co-GC
801 Heksanal FAD t 01 01 t 0,1 t t t t - - RI,MS,Co-GC
820  2-Metilpiridin OTH - - t - - t - t t - - - RI,MS
gop >Metibutanska kiselina FADTER t 01 01 - - - - = - - - . RIMSCoGC

(=lzovalerijanska kiselina)




Tabela 5.1. (nastavak)

A

C

P

823
832

832

834
835
842
849
851
853
860
861
862
864
864
867

868

881
885
886

889

Metilpirazin

2-Metil-2-pentenal

2-Metilbutanska kiselina (=Aktivna
valerijanska kiselina)

Furfural

2-Metilbutanska kiselina

Dimetil-sulfoksid

Furil-alkohol

©)-3-Heksen-1-ol
3-Metil-2-heksanon
E)-2-Heksen-1-ol
©)-2-Heksen-1-ol

1-Heksanol
3-Metilpiridin

Pentanska kiselina

Etilbenzen

5-Metilfuran-2(3H)-on (=Angelika
lakton)

2,6-Dimetilpiridin

Protoanemonin

2-Butilfuran

2-Heptanon

OTH
FAD

FAD/TER

OTH
FAD/TER
OTH
OTH
FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
OTH
FAD
OTH

OTH

OTH
OTH
FAD

FAD

0,1

0,1

RI,LMS
RI,MS

RI,MS,Co-GC

RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,LMS
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,LMS
RI,MS,Co-GC
RI,MS

RI,MS

RI,MS

RI,LMS

RI,LMS
RI,MS




Tabela 5.1. (nastavak)

A

P

889
900
901
901
902
908
911
912
914
920
926
929
931
936
937
946
952
952
953
954
963
964

2,5-Dietilfuran
Nonan
@)-4-Heptenal
Pentanska kiselina

Heptanal

Metional (=3-Metiltiopropanal)

E,E)-2,4-Heksadienal
Tiglicna kiselina
2-Acetilfuran
©)-3-Heksenil-formijat
Triciklen

a-Tujen
2,5-Dimetilpiridin
4-Metilpentanska kiselina
a-Pinen
2,3-Dimetilpiridin
5,5-Dimetil-2(5)-furanon
6-Metil-2-heptanon
Kamfen

E)-2-Heptenal
5-Metilfurfural
Benzaldehid

FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
OTH
FAD
TER
FAD
FAD
TER
TER
OTH
FAD
TER
OTH
OTH
FAD
TER
FAD
OTH
OTH

E F
- t
t t

- t

- 0,3
t t
t -
t -
0,1 -
- 0,1

- 0,2

t 0,2

0,9

RI,LMS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,LMS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,LMS
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,LMS
RI,MS
RI,MS,Co-GC




Tabela 5.1. (nastavak)

A

P

965
968
976
977
977
977
981
982
986
992
992
995
995
999
1000
1000
1003
1003
1006
1009
1010
1011

1-Heptanol
Heksanska kiselina
Fenol

1-Okten-3-on
1-Okten-3-ol

Sabinen

2,3-Oktadion

B-Pinen
6-Metil-5-hepten-2-on
B-Mircen

2-Pentilfuran
2,4,6-Trimetilpiridin
3-Oktanol
E,2)-2,4-Heptadienal
Dekan

A?-Karen
€)-2-(2-Pentenil)furan
Oktanal
2-Tiofenkarboksaldehid
a-Felandren
2,3,6-Trimetilpiridin

1-Heksil-acetat

FAD
FAD
OTH
FAD
FAD
TER
FAD
TER
CDC
TER
FAD
OTH
FAD
FAD
FAD
TER
FAD
FAD
OTH
TER
OTH
FAD

0,1

0,1

0,2

0,1

RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,LMS
RI,MS
RI,MS
RI,LMS
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,LMS
RI,MS
RI,LMS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS,Co-GC




Tabela 5.1. (nastavak)

A B C D E F G H J L K M N [ p
1012 E,E)-2,4-Heptadienal FAD - - 0,5 - - - - - - - 0,1 - RI,MS
1014 E)-2-Heksenska kiselina FAD - - - 0,3 - - - - - - - - RI,MS
1014 A’-Karen TER 0,1 - - - - - - - - - - - RI,MS,Co-GC
1019 o-Terpinen TER 0,3 t - - - - - t - - - - RI,MS,Co-GC
1020 3-Etil-4-metil-1-pentanol OTH - - - - - 0,4 - - - - - 0,5 RI,MS
1023 p-Metilanizol OTH t t - - - - - - - - - - RI,MS,Co-GC
1027 p-Cimen TER 0,4 t t 0,1 - t - 0,2 - - - - RI,MS,Co-GC
1031 Limonen TER 0,4 t t - - - - 0,2 - - - - RI,MS,Co-GC
1033 pB-Felandren TER t t - - - - - t - - - - RI,MS,Co-GC
1034 1,8-Cineol TER t - t - - - - 1,4 - - - - RI,MS,Co-GC
1035 Benzil-alkohol OTH t t 0,1 0,4 - 0,3 t - - t 0,3 3,6 RI,MS,Co-GC
1036 (2)-B-Ocimen TER 0,2 - t - - - - - - - - - RI,MS,Co-GC
1038 E)-3-Okten-2-on FAD - - 0,2 - - - - - - - - - RI,MS
1043 Lavender lakton TER/CDC - - - 0,2 - t - 0,3 - - - - RI,MS
1044  3-Metilbutil-butanoat FAD t - - - - - - - - - - - RI,MS,Co-GC
1046 Fenilacetaldehid OTH - t 7,1 1,7 - 0,4 - t - t 2,2 4,8 RI,MS,Co-GC
1047 (E)-B-Ocimen TER 1,5 - - - - - - - - - - - RI,MS,Co-GC
1050 4-Oksopentanska kiselna FAD - - - - - t - 0,5 - - - - RI,MS
1058  )-2-Oktenal FAD - - 0,2 t - - - - - - - - RI,MS
1060 y-Terpinen TER 1,4 t t - - - - 0,3 - - - - RI,MS,Co-GC
1066  E)-2-Okten-1-ol FAD - - 0,1 - - - - - - - - - RI,MS

1068 Heptanska kiselina FAD - t 0,2 t t - - t t t - - RI,MS,Co-GC




Tabela 5.1. (nastavak)

A B C D E F G H | J L K M N 0] P
1069 1-Oktanol FAD t - 0,1 0,8 - 0,4 - t - t - - RI,MS,Co-GC
1069 Acetofenon OTH - - - - - t - 0,3 - t 0,4 0,3 RI,MS
1070 E,2)-3,5-Oktadien-2-on FAD - - 0,2 - - - - - - - - - RI,MS
1072 2-Metilbenzaldehid OTH t - t - - - - - - - - - RI,MS
1075 cis-Linalool-oksid (furanoidni obl.) TER 0,1 0,3 1,7 0,6 - - - 0,3 - - - - RI,MS,Co-GC
1078 Neidentifikovana komponenta uic t 0,5 - - - - - - - - - -
1086 p-Tolualdehid OTH - - t - - - - - - - - - RI,MS
1090 1-Undecen FAD t - - - - - - - - - - - RI,MS
1092 gsl?suna'oo"o"sm (furanoidni TER t 02 10 06 - t - 03 - - - 32 RIMS,Co-GC
1092 2-Nonanon FAD t - - - - - - - - - - - RI,MS,Co-GC
1093 Terpinolen TER 1,6 - - - - - - - - - - - RI,MS,Co-GC
1093 p-Cimenen TER t t t t - - - t t - - - RI,MS
1095 Gvajakol OTH - - - - - - - - - - t - RI,MS
1095 E,E)-3,5-Oktadien-2-on FAD - - 0,1 - - - - - - - - - RI,MS
1099 Rouz-furan TER t - - - - - - - - - - - RI,MS
1100 Undekan FAD t - - - - t - - - - - - RI,MS,Co-GC
1100 o-Pinen epoksid (Izomer 1) TER - 0,1 - - - - - - - - - - RI,MS
1100 Isopentil-2-metilbutanoat FAD t - - - - - - - - - - - RI,MS
1101 Linalool TER/CDC 0,9 0,1 2,7 1,4 - - - - - - 0,5 1,2 RI,MS,Co-GC
1103 trans-Sabinen-hidrat TER - - - - - - - t - - - - RI,MS

5-Hidroksi-4,5-dimetil-2(5)-

TER/CDC - - - - t - - - t t - - RI,MS
furanon

1104




Tabela 5.1. (nastavak)

A

B

M N 0] P

1105
1105
1106
1108
1108
1111
1112
1112
1114
1116
1117
1121
1122
1125
1126
1128
1130
1130
1134
1140
1142
1142

3-Metilbutil-3-metilbutanoat
Nonanal

Hotrienol
Pentil-3-metilbutanoat
(¥E)-6-Metil-3,5-heptadien-2-on
o-Tujon

€.E)-2,4-Oktadienal
cis-Rouz-oksid
2,6-Dimetilcikloheksanol
3-Metil-3-butenil-3-metilbutanoat
B-Feniletanol

B-Tujon

a-Ciklocitral

Izoforon

cis-p-Ment-2-en-1-ol
Oktil-formijat

Hrizantenon

a-Kamfolenal
Neidentifikovana komponenta
€)-3-Nonen-2-on
Fenilacetonitril

Pentil-2-metilbutanoat

FAD
FAD
TER
FAD
CDC
TER
FAD
TER
CDC
FAD

OTH
TER
CDC
CDC
TER
FAD
TER
TER
uIC
FAD
OTH
FAD

RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
t - - RI,MS
- - - RI,MS

- - - RI,MS
RI,MS,Co-GC
- - - RI,MS
- - - RI,LMS
- 0,2 - RI,MS

- - - RI,MS
0,3 19 1,2 RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
- - - RI,MS
- 0,3 - RI,MS
- - - RI,LMS
- - - RI,LMS
- - - RI,MS
- - - RI,MS

- - - RI,LMS
- - - RI,LMS
- - - RI,MS




Tabela 5.1. (nastavak)

A

B

C

P

1142
1144
1144
1146
1148
1148
1148
1148
1149
1150
1152
1153
1154
1154
1155
1158
1161
1161
1165
1165
1166
1168

p-Ment-1,4,8-trien
Nopinon

trans-Pinokarveol
4-Oksoizoforon

4,8-Epoksiterpinolen

3-Metil-2-butenil-3-metilbutanoat

(2)-B-Terpineol
©)-2-Nonenal
Izopulegol

Kamfor
trans-Verbenol
Kamfen-hidrat
€.2)-2,6-Nonadienal
Citronelal
4-Vinilanizol
Izomenton
€)-2-Nonenal
y-Kamfolenol
Ocimenol
Benzoeva kiselina
trans-Pinokamfon

Pinokarvon

TER
TER
TER
CDC
TER
FAD
TER
FAD
TER
TER
TER
TER
FAD
TER/CDC
OTH
TER
FAD
TER
TER/CDC
OTH
TER
TER

0,1

0,1
0,1

RI,MS
RI,LMS
RI,MS,Co-GC
RI,LMS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,LMS
RI,LMS
RI,MS,Co-GC
RI,LMS
RI,MS
RI,MS
MS
RI,LMS
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC




Tabela 5.1. (nastavak)

A

P

1170
1171
1171
1171
1173

1173

1177
1180
1180
1180

1181

1182
1182
1189
1189
1190
1190
1191
1191
1191
1191

Borneol

Nonanol

Oktanska kiselina
3,5-Dimetilfenol
Neidentifikovana komponenta

(2)-Linalool-oksid (piranoidni
oblik)

E)-Linalool-oksid (piranoidni obl.)
Izopinokamfon

Metil-fenilacetat
2,4-Dimetilbenzaldehid

p-Ment-1,8-dien-4-ol (=Limonen-4-
ol)

Terpinen-4-ol

Neidentifikovana komponenta
p-Metilacetofenon

p-Cimen-8-ol

Naftalen

Butil-heksanoat
2,6-Dimetil-3,7-oktadien-2,6-diol
Diletar

1-Dodecen

€)-Ocimenol

TER
FAD
FAD
OTH
uIC

TER

TER
TER
OTH
OTH

TER

TER
uIC
OTH
TER
OTH
FAD
TER
TER
FAD
TER

0,1

14

0,2

1,0

0,1

0,7

0,8

0,3
0,6

RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS

RI,MS

RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS

RI,MS

RI,MS,Co-GC

RI,LMS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS




Tabela 5.1. (nastavak)

A

P

1193
1195
1196

1198

1200
1201
1202
1204
1206
1207
1211
1214
1215
1216
1217
1220
1222
1222
1223
1225
1227

2-Dekanon
a-Terpineol

Metil-salicilat

2,6-Dimetil-3,7-oktadien-2,6-diol

(=Hodiendiol Iy"

Dodekan

Mirtenol

Estragol

Safranal

a-Kamfolenol

Dekanal

Oktil-acetat
2,6-Dimetilundekan
Verbenon
€.E)-2,4-Nonadienal
2-Metil-2-nonen-4-on
p-Ment-1-en-9-al (izomer 1)
4-Vinilfenol
trans-Carveol
p-Menth-1-en-9-al (izomer 2)
B-Ciklocitral

egzo-2-Hidroksicineol

FAD
TER
OTH

TER

FAD
TER
OTH
CDC
TER
FAD
FAD
CDC
TER
FAD
FAD
TER
OTH
TER
TER
CDC
TER

29
0,2

0,2

0,2

0,7

0,4

0,2

RI,LMS
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC

RI,MS

RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,LMS
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS




Tabela 5.1. (nastavak)

A B

C

P

1228 Citronelol

1230 Benzotiazol

1231 Nerol

1232  Timol-metil-etar

1233 Bornil-formijat

1234 cis-Karveol

1236 Karvakrol-metil-etar
1241 cis-p-Ment-2-en-7-ol
1241 Heksil-3-metilbutanoat
1243 Neral

1245 Pulegon

1245 Kuminal

1247 trans-p-Ment-2-en-7-ol
1249 3-Metilbutil-heksanoat
1249 Karvon

1250 Fenilsi¢etna kiselina
1253 cis-Mirtanol

1255 E)-Geraniol

1259 Piperiton

1263 E)-2-Decenal

1268 5-Pentil-2(Bl)-furanon

1270 Nonanska kiselina

TER/CDC

OTH
TER
TER
TER
TER
TER
TER
FAD

TER/CDC

TER
TER
TER
FAD
TER
OTH
TER

TER/CDC

TER
FAD
FAD
FAD

RI,MS,Co-GC
RI,LMS
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,LMS
RI,LMS
RI,LMS
RI,MS,Co-GC




Tabela 5.1. (nastavak)

A B C D E F G I J L M N p
1272 1-Dekanol FAD - - - - 0,2 - - - - RI,MS,Co-GC
1273 Geranial TER/CDC t - 1,0 - - - - - - RI,MS,Co-GC
1276 Citronelil-formijat TER/CDC t - - - - - - - - RI,MS
1276  2,6-Dimetil-1,7-oktadien-3,6-diol TER - - - 0,7 t - 0,3 0,4 - RI,MS
1277 (Z)-2-Fenil-2-butenal OTH - - 0,1 - - - - t 0,3 RI,MS
1279 Perila-aldehid TER t - - - - - - - - RILMS
1286  Vitispiran CDC - - 0,7 - - - - - - RI,MS
1289 Izobornil-acetat TER t - - - - - - - - RI,MS,Co-GC
1290 a-Terpinen-7-al TER - - t - - - - - - RI,MS
1290 Bornil-acetat TER - - t 0,1 - - - - - RI,MS,Co-GC
1291 1-Tridecen FAD t - - - - - - - - RI,MS
1293 Limonen-10-ol TER - 0,1 - - - - - - - RI,MS
1294 p-Cimen-7-ol TER - - - 0,1 - - - - - RI,MS
1294  2-Undekanon FAD 0,1 - t - t - - - - RI,MS
1294  Timol TER t 0,1 - - - - - - - RI,MS,Co-GC
1296 E,2)-2,4-Dekadienal FAD - - 0,4 - - - - - - RI,MS
1299 Dihidroedulan II CDC t - - - - - - - - RILMS
1300 2-Metilnaftalen OTH - - t - - - - - - RI,MS
1300 Tridekan FAD t - 0,2 0,1 t - 0,2 - - RI,MS,Co-GC
1300 Indol OTH - - - - - - - - 0,1 RI,MS
1300 Benzil-2-metilpropanoat OTH t - - - - - - - - RI,MS
1302 Perila-alkohol TER t 0,2 - - - - - - - RI,MS




Tabela 5.1. (nastavak)

A

C

m

P

1304
1307

1311

1312
1317
1317
1319
1331
1332
1342
1347
1347
1351
1354
1354
1356
1359
1361
1366
1366
1374

Karvakrol
Undekanal

1,2,3,4-Tetrahidro-1,5,7-
trimetilnaftalen

Citronekina kiselina
1-Metilnaftalen
p-Vinilgvajakol
E.E)-2,4-Dekadienal
Izobutil-benzoat
p-Ment-1,4-dien-7-ol
5-Elemen
Benzil-butanoat
Piperitenon
©)-2-Undecenal
a-Kubeben
Citronelil-acetat
a-Jonen
Dehidraar-jonen
Eugenol
€)-2-Undecenal
Dekanska kiselina

Ciklosativen

TER
FAD

OTH

TER/CDC
OTH
OTH
FAD
OTH
TER
TER
OTH
TER
FAD
TER

TER/CDC
CDC
CDC
OTH
FAD
FAD
TER

0,1
0,1

0,1

0,2
0,3
0,2
11
0,6

2,8

RI,MS,Co-GC
RI,MS

RI,MS

RI,MS
RI,LMS
RI,MS
RI,LMS
RI,MS,Co-GC
RI,LMS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,LMS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,LMS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS




Tabela 5.1. (nastavak)

A B C D E F G | J L K M N P

1374 1-Undekanol FAD - - - t t - - t - - RI,MS
1376  Farnezan TER t - 01 02 t - - - - - RI,MS
1376 Butil-benzoat OTH t - - - - - - - - - RI,MS,Co-GC
1377 a-llangen TER t 0,7 - - - - - - - - RI,MS
1378  4-Metil-2-fenil-2-pentenal OTH - - t - - - - - - - RI,MS
1378 Metil-4-metoksibenzoat OTH t - - - - - - - - - RI,MS,Co-GC
1381 a-Kopaen TER - t 0,1 - - - - - - - RI,MS
1384 tans-p-Ment-6-en-2,8-diol TER - - - 0,2 - - - - - - RI,MS
1386 ©)-3-Heksenil-g)-3-heksenoat FAD t - - - - - - - - - RI,MS
1388 Modhefen TER - - - 0,2 - - - - - - RI,MS
1388 trans--Damaskenon CDC t - 0,1 - - - - - - - RI,MS
1389 Benzil-2-metilbutanoat FAD t - - - - - - - - - RI,MS,Co-GC
1391 B-Burbonen TER 0,1 t 1,0 0,3 t - - - - - RI,MS
1392 1-Tetradecen FAD - - - - t - t - - - RI,MS
1393 1,5-di-€pi-a-Burbonen TER t - - - - - - - - - RI,MS
1395 a-lzokomen TER - - - 0,1 - - - - - - RI,MS
1395 2-Dodekanon FAD t - - - - - - - - - RI,LMS
1396 Benzil-3-metilbutanoat OTH t - - - - - - - - - RI,MS,Co-GC
1396 p-Elemen TER 0,6 0,1 - 0,2 - - - - - - RI,MS
1400 Tetradekan FAD - - 0,1 0,4 0,5 - t 0,1 t - RI,MS,Co-GC

1-(3,6,6-Trimetil-1,6,7,d-

tetrahidrociklopentajpiran-1- OTH - - - - - - - - - 0,8 MS

illetanon




Tabela 5.1. (nastavak)

A

B

1407
1409
1410
1414
1416
1419

1421

1422
1424
1426
1430
1435
1438
1438
1440
1443
1444
1446
1449
1450
1450

Tetrahidrogeranil-aceton
Dodekanal

Italicen

2-Dodekanol
B-1zokomen
a-Cedren

3,4-Didehidro-7,8-dihidr¢3-jonon
(=4-(2,6,6-Trimetilcikloheksa-1,3-
dienil)butan-2-on)

p-lzopropilbenzoeva kiselina
B-llangen
p-Kariofilen
Karvon-hidrat
B-Kopaen
7,8-DehidroB-jonon
y-Elemen
3-Metilbutil-benzoat
a-Gvajen
2-Feniletil-butanoat
Hidroksidihidroedulan4
3-Metil-3-butenil-benzoat
Izogermakren D

-Barbaten

CDC
FAD
TER
FAD
TER
TER

CDC

TER
TER
TER
TER
TER
CDC
TER
OTH
TER
OTH
CDC
OTH
TER
TER

1,3

0,1

0,1

8,7

RI,LMS
RI,MS
RI,MS

RI,MS
RI,MS
RI,MS

RI,MS

MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,LMS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS,Co-GC
MS
RI,MS
RI,MS
RI,LMS




Tabela 5.1. (nastavak)

A

B

C

P

1454
1456
1457
1458
1460
1462
1462
1465
1465
1469
1470
1470
1471
1473
1475
1475
1477
1479
1481
1482
1482
1486

E)-Geranil-aceton
4a(H),10a(H)-Gvaja-1(5),6-dien
5-Metiltetradekan
(E)-B-Farnezen
a-Humulen
Selina-4(15),7-dien
Homofarnezan
Kabreuva-oksid B
Undekanska kiselina
€)-2-Dodecenal
a-Akoradien
cis-Muurola-4(14),5-dien
ISvaran
B-Akoradien
4,5-Diepi-aristolohen
1-Dodekanol
Pentil-benzoat
trans-Kadina-1(6),4-dien
Selina-4,11-dien
y-Muurolen
y-Kurkumen

o-Amorfen

CDC/TER

TER
FAD
TER/CDC
TER
TER
TER
TER
FAD
FAD
TER
TER
CDC
TER
TER
FAD
OTH
TER
TER
TER
TER
TER

t

RILMS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,LMS
RI,LMS
RI,MS
RI,MS
RI,LMS
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC

RI,MS
RI,MS
RI,LMS
RI,MS
RI,MS




Tabela 5.1. (nastavak)

A

C

P

1487
1487
1490
1491
1491
1491
1491
1492
1493
1495
1494
1495
1495
1497
1497
1500
1498
1502
1505
1506
1510
1510

a-Kurkumen

Germakren D
2-Feniletil-2-metilbutanoat
cis-Eudesma-6,11-dien
Izoamil-fenilacetat
(E)-B-Jonon
(E)-B-Jonon-5,6-epoksid
1-Pentadecen

B-Selinen
2-Feniletil-3-metilbutanoat
(E)-5-Metil-2-fenil-2-heksenal
2-Tridekanon
(Z,6E)-a-Farnezen
10,11-Epoksikalamenen
0-Selinen

Pentadekan

a-Zingiberen

a-Selinen

a-Muurolen

Acifilen

€.E)-o-Farnezen

Tridekanal

TER
TER
OTH
TER
OTH
CDC
CDC
FAD
TER
OTH
OTH
FAD
TER/CDC
TER
TER
FAD
TER
TER
TER
TER
TER/CDC
FAD

t

RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,LMS
RI,MS
RI,LMS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,LMS
RI,LMS
RI,MS,Co-GC
RI,LMS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,LMS
RI,LMS




Tabela 5.1. (nastavak)

A

C

N 0] P

1511
1512
1515
1519
1519
1521
1521

1523

1523
1528
1529
1530
1531
1532
1535
1536
1537
1538
1540
1541
1544

B-Bisabolen

8-Gvajen (®-Bulnezen)
B-Kurkumen
Dibenzofuran
@)-y-Bisabolen
10epi-Italicen-etar
y-Kadinen

3,4-Dimetil-5-pentil-2(5)-furanon
(=Dihidrobovolid)”

Spirovetiva-1(10),7(11)-dien
Citronelil-butanoat
5-Kadinen

trans-Kalamenen
Neidentifikovana komponenta
Zonaren

€.2)-Pseudojonon
€)-y-Bisabolen
trans-Kadina-1,4-dien
Dihidroaktinidiolid
Italicen-etar
Selina-4(15),7(11)-dien

o-Kadinen

TER
TER
TER
OTH
TER
TER
TER

FAD

TER
TER/CDC

TER
TER
uiCc

TER
CDC
TER
TER
CDC
TER
TER
TER

D E
t -
1,3 49,2
0,6 -
t -
t .
0,2 0,5
t -
t -
0,3 0,5
- 0,1
- t
0,2 -
t -
t -
t -
0,4 t

- - RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
- - RI,MS
- - RI,LMS

- - RI,MS

- - RI,MS

- - RI,MS

0,8 - RI,LMS

- - RI,MS
- - RI,MS,Co-GC
- - RI,MS,Co-GC
- - RI,MS

- - RI,MS
- - RI,MS
- - RI,MS
- - RI,MS
0,1 - RI,MS
- - RI,MS
- - RI,MS
- - RI,MS




Tabela 5.1. (nastavak)

A B C D E F G H J L K M N 0] P
1547 Benzil-heksanoat OTH t - - - - - - - - - - - RI,MS,Co-GC
1548 Selina-3,7(11)-dien TER 0,5 - - - - - - - - - - - RI,MS
1549 a-Kalakoren TER t 0,6 0,1 t - t - - - t - - RI,MS
1553 [-Vetivenen TER t - - - - - - - - - - - RIMS
1556 g,(gh?m?g:l—gr—](&oksobutil)dihidro— OTH i i i 0.2 i ) i t t i i i MS
1556 Eremofila-1(10),11-dien{-ol TER 11 - - - - - - - - - - - RI,MS
1558 Kadina-1(10),6,8-trien TER t - - - - - - - - - - - MS
1559 Elemicin OTH - - - - - - - t - - - - RI,MS
1563 Dodekanska kiselina FAD - - 11 1,0 0,5 t t 1,8 1.4 1,7 - - RI,MS,Co-GC
1564 Germakren B TER 11,3 11 - - - - - - - - - - RI,MS
1565 E)-Nerolidol TER t - - - - - - - - - - - RI,MS,Co-GC
1567 4f3H,5aH-cis-Eudesm-6-en-11-ol TER t - - - - - - - - - - - RILMS
1570 1por-Burbonan-1-on FAD - - 0,3 - - - - - - t - - RI,MS
1570 B-Kalakoren TER - 0,2 - 0,2 - - - - - - - - RI,MS
1570 pB-Bulnezen TER - t - - - - - - - - - - RI,MS
1571 Tetrahidrofarnezol TER - - 0,2 - - 0,3 - - - - - - RI,MS
1574 @)-3-Heksenil-benzoat OTH t - t t - - - t - - - - RI,MS
1576 1-Tridekanol FAD t - - 0,3 t 0,5 t 0,5 - t - - RI,MS,Co-GC
1580 Heksil-benzoat OTH t - - - - - - - - - - - RI,MS,Co-GC
1580 6-Metil-5-(3-metilfenil)-2- TER ) ] ) ) ) ) ) ¢ i i ) ] MS

heptanon




Tabela 5.1. (nastavak)

A B C D E F G L K M P
1582 Egai)l;gt’gt’rl;e':”meti"1'3'7'11' TER - - t - - - - - 01 RI,MS
1583 Germakren D-4-ol TER - - - - - - - - 11 RI,MS
1584 ar-Turmerol TER - - - - 0,5 - - - - RI,MS
1585 2-Feniletil-tiglat OTH - - t - - - - - - RI,MS
1586 Spatulenol TER - - 0,3 - - - - t - RI,MS,Co-GC
1589 E,E)-Pseudojonon CDC - - 0,2 - - - - - - RI,MS
1590 Akora-3,5-dien-11-0l TER t - - - - - - - - RI,MS
1591 Kariofilen-oksid TER 0,6 - 1,3 5,4 1,1 - - - 0,3 RI,MS,Co-GC
1597 5-Gvajen-11-ol TER - - - - - 0,9 - - - RI,MS
1599 2-Tetradekanon FAD - - - - t - - - - RI,MS
1600 Heksadekan FAD t - - 0,3 - - 0,3 - - RI,MS,Co-GC
1600 Globulol TER t 0,5 - 0,2 0,4 - - t - RI,MS
1600 Salvial-4(14)-en-1-on TER t - - - t - - - - RI,MS
1605 Neidentifikovana komponenta uic 03 05 - - - - - . -
1606 Longiborneol TER - - - - 0,5 - - - - RI,MS
1607 3,4,5-Trimetoksibenzaldehid OTH - - - - - t - - - RI,MS,Co-GC
1610 trans-B-Elemenon TER 1,6 0,5 - - - - - - - RI,MS
1613 Tetradekanal FAD t - 0,5 0,3 1,7 0,2 - tr 0,1 RI,MS,Co-GC
1615 Humulen-epoksid Il TER t - - 0,8 - - - - - RI,MS
1618 pB-Oplopenon TER - - - - - - - 0,6 - RI,MS
1620 Selina-6-en-4-0l TER t - - - - - - - - RI,MS




Tabela 5.1. (nastavak)

A B C D E F G H J L K M N 0] P
1627  Selina-6-en-4-0l TER - 0,4 - - - - - - - - - - RI,MS
1629 «a-Korokalen TER - t - - - - - - - - - - RI,MS
1632 nor-Kopaanon TER - - t - - - - - - - - - RI,MS
1633 Benzofenon OTH - - - - - - - - - t - - RI,MS
1635 Amorfa-4,7-dien-11-ol TER 11 - - - - - - - - - - - RI,MS
1635 Gvaja-6,10(14)-dienfol TER - 1,5 - - - - - - - - - - RI,MS
1639 y-Eudezmol TER 0,3 0,2 0,2 - - - - - - - - - RI,MS
1644  Heksahidrofarnezol (izomer 2) TER - - 0,2 - - 0,3 - 1,2 - t - - RI,MS
1645 Kariofila-4(12),8(13)-dien-B-ol TER - - t 0,5 - - - - - - - - RI,MS
1645 2-Feniletil-heksanoat OTH t - - - - - - - - - - - RI,MS,Co-GC
1649 epi-a-Muurolol TER - 0,5 0,2 0,3 - - - - - t - - RI,MS
1650 nor-Pristan’ CDC/TER - - - - - - - - 0,2 - - - RI,MS
1652 o-Kadinol (=a-Muurolol) TER - 0,3 - - - - - - - - - - RI,MS
1659 (-Eudezmol TER - - 0,3 0,8 - - - 0,3 - - - - RI,MS
1661 o-Kadinol TER - t - - - - - - - - - - RI,MS
1661 Eudesm-11-ensdol TER t 1,5 - - - - - - - - - - RI,MS
1662 Tridekanska kiselina FAD - - - - - t t 0,3 0,5 t - - RI,MS,Co-GC
1663 Neidentifikovana komponenta uic 2,1 - - - - - - - - - - -

1665 a-Kadinol TER - - 0,4 0,9 - - - - - - 0,4 - RI,MS
1668 14-Hidroksi-9epi-(2)-kariofilen TER - - 0,2 - - - - - - - - - RI,MS
1671 3-Metilheksadekan FAD - - - - - - - - t - - - RI,MS

1673 Eudesm-7(11)-erxl TER t - - - - - - - - - - - RI,LMS




Tabela 5.1. (nastavak)

A B C D E F G H J L K M N 0] P
1676 Neidentifikovana komponenta uiC 1,2 1,0 - - - - - - - - - -
1677 Neidentifikovana komponenta uic - - 1,1 04 - - . - - 0,4 - -
1678 1-Tetradekanol FAD 0,4 0,2 0,4 0,9 0,6 3,0 t 1,3 0,1 0,4 - 0,3 RI,MS,Co-GC
1680 [(-Sinensal CDC/TER - - - - - - - - - - 0,1 - RI,MS
1682 Heksil-salicilat OTH - - 0,1 - - - - - - - - - RI,MS,Co-GC
1682 14-Hidroksi-9pi-(E)-kariofilen TER - - 0,2 - - - - - - - - - RI,MS
1682 Kadalen TER t t t t - t - 0,6 - t - - RI,MS
1687 E)-2-Tetradecen-1-ol FAD - - 0,1 0,2 - - - - - - - - RI,MS
1690 epi-a-Bisabolol TER t - t - - - - - - - - - RI,MS
1691 1-Heptadecen FAD t - - - - - - - - - - - RI,MS
1692  Neidentifikovana komponenta uiC - - - 1,0 - - - - - - - -
1695 0G|ermakra-4(15),5,10(14)—triera1 TER ) ) 0.2 ) ) ) ) ) ) ) ) ) RI.MS
1700 2-Pentadekanon FAD - - 0,2 - - - - t - 0,3 - - RI,MS
1700 Heptadekan FAD t - - 0,3 t 0,5 t - 0,7 - 0,1 - RI,MS,Co-GC
1701 gli,Ia—((;;:rrnrr;ilr(crﬁ;?a,7(11),9—trien—6— TER 497 115 i ) i i i i i i ) i RI,MI\?MC£—GC,
1702  Juniper kamfor TER t - - - - - - - - - - - RI,MS
1706  Pristan CDC/TER - - - - - - - - 0,5 - - - RI,MS
1711 10rnor-Kalamenen-10-on TER - - - - - t - 0,3 - t - - RI,MS
1715 Pentadekanal FAD t t 1,8 0,8 t 2,4 t 0,4 t 0,5 0,6 0,9 RI,MS
1718 (ZE,62)-Farnezal TER/CDC t - t - - - - - - - - - RI,MS

1724 Citronelil-heksanoat TER/CDC t - - - - - - - - - - - RI,MS,Co-GC




Tabela 5.1. (nastavak)

A B C D E F G H J L K M N [ p
1726 Metil-tetradekanoat FAD - - - - 0,4 - - - t t - - RI,MS,Co-GC
1735 Neidentifikovana komponenta uIC - - - 1,2 t - - - - - - -

1742  Neidentifikovana komponenta 29 09 - - - - - - - - - -

1746  Neidentifikovana komponenta uIC - - - 0,8 - - - - - - - -

1747 (ZE,6E)-Farnezal TER - - t - - - - - - - - - RI,MS

1748 Oplopanon TER - - - - - - - - - t - - RI,MS

1750 Eudesma-3,7(11)-dien-8-on TER t - - - - - - - - - - - RI,MS

1766 Tetradekanska kiselina FAD - - 0,9 3,4 24 1,0 3,2 5,4 3,8 19 - 2,6 RI,MS,Co-GC
1769  Neidentifikovana komponenta 1,7 02 - - - - - - - - - -

1769 Benzil-benzoat OTH t - 0,3 0,4 - 0,3 t 0,8 0,6 0,2 - - RI,MS,Co-GC
1772  3-Metilheptadekan FAD - - - - - - - - t - - - RI,MS

1774 (-Bisabolenal TER - - t - - - - - - - - - RI,MS

1776 14-Hidroksie-muurolen TER - - 0,2 - - - - - - - - - RI,MS
1780 1-Pentadekanol FAD - t - 0,8 t 0,4 t - - 0,8 - 0,3 RI,MS
1782 Fenantren OTH t - 0,1 t t - - 0,7 0,7 t - - RI,MS,Co-GC
1785 E)-3-Oktadecen FAD - - - - - t - - - - - - RI,MS

1788 y-Tridekalakton FAD - - - - - - - - - - 0,5 - RI,MS

1800 Oktadekan FAD t - t 0,4 t t t - 11 0,1 0,2 - RI,MS,Co-GC
1802 2-Heksadekanon FAD - - - - - t - t - - - - RI,MS

1809 1-Tetradecil-acetat FAD 0,2 - - - - - - - - - - - RI,MS,Co-GC
1810  Fitan TER - - t - - - - - 1,0 tr - - RI,MS
1811 trans-6-Hidroksiizokalamenen TER - - - - - - t - - - - RI,MS
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A B C D F G H | J L K M N [¢) p
1817 Heksadekanal FAD t 0,1 - t 1,0 - t - 0,5 tr - RI,MS,Co-GC
1819 Neidentifikovana komponenta uIC - - 2,2 - - - - - - - -

1826 Metil-pentadekanoat FAD - - - - - - - 0,1 - - - RI,MS
1828 lIzopropil-tetradekanoat FAD - 15 - - - - - - - - - RI,MS,Co-GC
1834  Neidentifikovana komponenta uIC - - 05 1,2 - - . - - - -

1841 Neofitadien (izomer 1) CDC/TER - t 0,3 - t - - - t 0,2 - RI,MS
1846 Heksahidrofarnezil-aceton CDC t 9,4 6,5 1,9 11,6 104 5,3 2,9 104 3,7 - RI,MS
1860 2-Feniletil-benzoat OTH t t - - - - - - - - - RI,MS,Co-GC
1865 Pentadekanska kiselina FAD - 0,3 1,8 2,3 2,3 2,5 3,3 1,7 1,1 - 1,1 RI,MS,Co-GC
1866 Neofitadien (izomer 2) CDC/TER - 0,1 - - - - - - - - - RI,MS
1875 Benzil-salicilat OTH t t t - t t 0,8 0,3 t - - RI,MS,Co-GC
1883 1-Heksadekanol FAD - 0,5 t t 0,6 t - - 0,6 1,7 - RI,MS,Co-GC
1884  Klovan-2,9-diol TER - - 1,2 - - - 0,2 - - - - MS
1895 y-Tetradekalakton FAD - t - t t t t 0,5 - - - RI,MS
1900 Nonadekan FAD t t 0,7 t 3,2 t t 1,8 0,3 - - RI,MS,Co-GC
1905 2-Heptadekanon FAD - t - - tr - - - t - - RI,MS
oy SUTOmENONT L memcc - -t oe ot U - ows
1913 2-Feniltridekan OTH t - - - - - - - - - RI,MS
1920 2-Feniletil-fenilacetat OTH t - - - - - - - - - - RI,MS
1921 E,E)-Farnezil-aceton CDC/TER - 1,6 - - - - - - - 0,7 - RI,MS
1928 Metil-heksadekanoat FAD - 0,1 0,4 0,6 - - - - 1,0 - - RI,MS,Co-GC
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1929 2-Metilantracen OTH - - - - - - - t - - - - RI,MS
1941 Cikloheksadekanolid FAD - - 0,2 - - - - - - - - - RI,MS
1951  Izofitol COCTERI = 12 09 - 12t 05 - 16 07 - RI,MS
1956 8(14),15-Pimaradien TER t - - 0,5 - - - - - - - - RI,MS
1961 Heksadekanska kiselina FAD t t 96 16,6 453 176 60,8 323 335 361 32 552 RIMSCo-GC
3-(4,8,12-Trimetiltridecil)furan
1971 (:Fitofuranj’ CDC - - - - - t - - - t - - RI,MS
1995 1-Eikozen FAD - - 0,1 - - - - - - - - - RI,MS
1996 Etil-heksadekanoat FAD - - t 0,4 - - - - - - - - RI,MS,Co-GC
2000 Eikozan FAD t t 0,4 0,7 t 1,1 t t 2,2 0,4 0,1 - RI,MS,Co-GC
2005 E)-2-Eikozen FAD - - 0,1 - - - - - - - - - RI,MS
2023 13epi-Manoil-oksid TER t - - 1,1 1,5 - - - - - - - RI,MS
2023 Oktadekanal FAD - - 0,1 t - t - - - - t - RI,MS
2034 E,B)-Geranillinalool TER - - 0,3 - - - - - - - 0,7 - RI,MS
2036 Metil-2-oksoheksadekanoat FAD - - - - - 0,4 - - - - - - RI,MS
2063 Heptadekanska kiselina FAD - - t 0,3 0,6 t t 0,5 19 - - - RI,MS
2073 3-Metileikozan FAD - - - - - - - - 0,6 - - - RI,MS
2076 1-Oktadekanol FAD - t 0,3 - 0,3 - - - - - - - RI,MS,Co-GC
2080 1-Heneikozen FAD - - - - - t - - - - - - RI,MS
2086 1-Oktadekanol FAD - - - - - 0,5 t 14 - 0,7 1,3 - RI,MS,Co-GC

2100 Heneikozan FAD t 0,1 0,2 3,9 0,5 4,4 t 0,4 4,8 1.3 0,1 - RI,MS,Co-GC
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A

B

C

P

2104
2109

2118

2125

2138

2140

2140

2145

2145
2164
2183
2195
2200
2224
2261
2287
2294
2300
2309

Izooktil-dodekanoat

y-Heksadekalakton

€)-Fitol

Nonadekanal

(Z2,2)-9,12-Oktadekadienska
kiselina (=Linolna kiselina)

Neidentifikovana komponenta

(2)-9-Oktadecenska kiselina
(=Oleinska kiselina)

(2,2,2)-9,12,15-Oktadekatrienska
kiselina (=Linolenska kiselina)

Neidentifikovana komponenta
Oktadekanska kiselina
1-Nonadekanol

1-Dokozen

Dokozan

Eikozanal

4-Metildokozan

1-Eikozanol

1-Trikozen

Trikozan

2-Heneikozanon

FAD
FAD

TER/CDC/
HID

FAD

FAD

uiCc

FAD

FAD

uiCc
FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
FAD

0,2

2,6

0,8

1,9

0,1

0,1
0,1

3,9

19

0,6

11
0,9

0,3
0,1

MS
RI,MS

RI,MS,Co-GC
RI,MS

RI,MS,Co-GC

RI,MS,Co-GC

RI,MS,Co-GC

RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC

RI,MS

RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS

RI,MS,Co-GC
RI,MS
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A

P

2325
2327

2354

2395
2400
2427
2472
2495
2500
2529
2535
2600
2700
2800

Heneikozanal
Metil-eikozanoat

5-Metil-5-(4,8,12-
trimetiltridecil)dihidro-2(3H)-
furanon

1-Tetrakozen
Tetrakozan
Dokozanal
1-Dokozanol
1-Pentakozen
Pentakozan
Trikozanal
Metil-dokozanoat
Heksakozan
Heptakozan
Oktakozan

FAD
FAD

OTH

FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
FAD

0,2

0,1
0,1
0,3

0,1
0,6

L K
- 0,8
8,4 1,9
6,2 8,5
- 4,3

RI,MS
RI,MS,Co-GC

MS

RI,LMS
RI,MS,Co-GC
RI,LMS
RI,MS
RI,LMS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
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D E F G H J K L M N (0]

Grupisani sastojci:

Terpenoidi (TER) 88,2 90,7 25,0 26,7 1,5 6,6 t 12,5 0,3 2,6 31,8 8,7
Hemiterpenoidi - - 0,2 0,1 - - - - - - - -
Monoterpenoidi 9,9 5,0 14,2 10,5 t 0,8 t 8,4 0,2 0,4 0,8 8,7

Monoterpenski ugljovodonici 6,8 0,1 t 0,1 - tr - 2,2 t t - -
Oksigenovani monoterpeni 3,1 4,9 14,2 10,4 t 0,8 t 6,2 0,2 0,4 0,8 8,7
Seskviterpenoidi 78,3 85,7 7,7 12,6 - 4,6 - 3,6 0,1 0,6 4.4 -
Seskviterpenski ugljovodonici 23,9 68,8 3,8 2,1 - 1,3 - 0,7 0,1 t 19 -
Oksigenovani seskviterpeni 54,4 16,9 3,9 10,5 - 3,3 - 2,9 - 0,6 2,5 -
Diterpenoidi t - 2,9 3,5 1,5 1,2 t 0,5 - 1,6 26,6 -
Diterpenski ugljovodonici - - - 0,5 - - - - - - - -
Oksigenovani diterpeni t - 2,9 3,0 15 1,2 t 0,5 - 1,6 26,6 -

Masne kiseline i jedinjenja nastala

metabolizmom masnih kiselina (FAD) 1,2 0,4 36,3 49,2 93,4 65,0 86,3 69,7 81,3 80,1 45,4 71,7

Jedinjenja nastala razgradnjom karotenoida

(cDC) t t 198 83 1,9 121 104 55 4,9 11,4 69 -
Ostala jedinjenja (OTH)" 0,1 0,1 10,7 4,5 t 4,5 t 3,7 2,5 1,7 9,2 14,2
Identifikovano 895 912 918 886 968 882 967 91,4 89,0 958 933 946
Neidentifikovano $0.1%) 8,2 6,3 2,5 7,2 1,2 - - - 3,2 0,4 - -
Ukupno 977 975 943 98 980 82 97 914 922 962 933 946

"Srednja vrednost tri analizeT acan izomer nije utden. MS, 70eV, 230 °C, RI 1078wz (rel. int.): 93 (7), 92 (80), 91 (100), 77 (4), 65 (9), 59 (6), 51 (4), 43 (13), 41
(4), 39 (7); RI 1134mz (rel. int.): 93 (8), 92 (81), 91 (100), 79 (10), 77 (9), 65 (9), 59 (11), 51 (6), 43 (18), 39 (8); Rh14A{&). int.): 109 (100), 108 (45), 93 (16), 83
(13), 81 (35), 79 (18), 67 (40), 55 (16), 41 (29), 39 (18); RI 14R2(rel. int.): 109 (73), 108 (51), 93 (27), 85 (100), 81 (33), 79 (31), 67 (47), 55 (21), 41 (40), 39 (25); RI
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1531,m/z (rel. int.): 180(27), 137(84), 125(28), 124(100), 81(23), 69(22), 55(76), 54(22), 41(25), 39(19); RinH@&l. int.): 220 (50), 187 (48), 161 (72), 121 (51), 119
(100), 107 (92), 105 (87), 93 (50), 91 (86), 43 (59); RI 1863,(rel. int.): 121 (32), 107 (20), 95 (22), 93 (23), 79 (22), 70 (100), 68 (20), 67 (29), 42 (29), 41 (34); RI
1676,m/z (rel. int.): 136 (70), 135 (78), 121 (25), 108 (20), 107 (100), 105 (22), 91 (33), 79 (20), 67 (49), 41 (27); RVAGEL, int.): 85(40), 81(38), 71(59), 70(39),
69(53), 57(100), 56(49), 55(54), 43(72), 41(57); Rl 1682 (rel. int.): 109(31), 107(39), 96(100), 95(35), 81(58), 79(28), 67(44), 55(49), 43(66), 41(47); RirdZ@BI.

int.): 111(46), 107(14), 93(18), 83(18), 82(15), 69(15), 67(21), 55(25), 49(100), 41(26); RIn¥Z4L&l. int.): 218 (42), 121 (36), 109 (49), 96 (43), 93 (42), 91 (47), 79
(39), 68 (100), 67 (58), 41 (45); Rl 1746z (rel. int.): 109(46), 107(50), 95(67), 93(72), 91(48), 81(50), 79(54), 55(63), 43(100), 41(68); RiniZ@8|. int.): 138 (72),

137 (67), 123 (70), 119 (58), 109 (86), 105 (64), 91 (72), 81 (72), 67 (64), 41 (100); RInBL&I. int.): 127(80), 123(90), 109(95), 95(57), 93(44), 83(45), 81(86),
69(72), 55(100), 41(76); RI 183dyz (rel. int.): 185(53), 97(47), 83(40), 73(65), 69(50), 60(56), 57(100), 55(76), 43(75), 41(79); Rn2ZA4@). int.): 99(13), 75(53),
71(74), 70(11), 69(13), 57(100), 56(13), 55(22), 43(62), 41(26); RI 204Srel. int.): 111(18), 84(100), 97(28), 83(22), 71(21), 69(23), 57(28), 55(27), 43(34), 41(26).
" Neklasifikovani konstituenti i konstituenti moggg antropogenog porekla. ksperimentalno oddeni retencioni indeksi na HP-5MS koloni u odnosu na homologu
seriju G—Css n-alkana. + u tragovima €0.05%). Rt uporelivanje eksperimentalno dobijenih RI vrednosti sa literaturnim podacima (Adams, 2007 upd&divanje
masenih spektara sa spektrima iz biblioteka. Ce~&C koinjektiranje standardnih supstanci. NMRolovanje i karakterizacijaH i *C NMR spektroskopijom. HIB

fitol i izomeri fitola koji su najverovatnije nastali razgradnjom hlorofila u toku hidrodestilacije. - / nije detektovano.



Tabela 5.2. Hemijski sastav etarskih ulja ispitivarftnodium vrsta

5S¢ gz f¥ S¥ Sig
R Jedinjenje Klasa °8 P8 =3 °8 ° g8 idelr\1/|t?ftitlj<a?:ije
Wi
erokt-cl erocn-c eroab-c erokt-c2 erokt-n3
%"
A C D E F G H |

752 Piridin OTH - - - t - RI,MS,Co-GC
783 1-Heksen-3-on FAD - - 0,1 - - RI,MS
800 Oktan FAD t - t - - RI,MS,Co-GC
802 Heksanal FAD 0,2 - - 0,1 - RI,MS,Co-GC
964 Benzaldehid OTH 0,1 0,1 - t t RI,MS,Co-GC
969 Heksanska kiselina FAD 0,1 - - 0,1 0.1 RI,MS,Co-GC
976 Fenol OTH - - - t - RI,MS,Co-GC
976 1-Okten-3-on FAD - - 0,7 - - RI,MS
993 2-Pentilfuran FAD t - - t - RI,MS
996 2,4,6-Trimetilpiridin OTH t t - t - RI,MS
1000 Dekan FAD t - t - - RI,MS,Co-GC
1001  Oktanal FAD 0,1 - - t - RI,MS,Co-GC
1026  2-Etilheksanol FAD - - - - t RI,MS
1028 p-Cimen TER t - - t - RI,MS,Co-GC
1033 B-Felandren TER t - - t - RI,MS,Co-GC
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A B C D E F G H I

1035  Benzil-alkohol OTH t t - t t RI,MS,Co-GC
1043  Lavender lakton TER/CDC t - - t - RI,MS
1046  Fenilacetaldehid OTH 0,1 0,3 0,7 t 0.1 RI,MS,Co-GC
1065  E)-2-Okten-1-ol FAD - t - - - RI,MS
1068  Heptanska kiselina FAD t - - - t RI,MS,Co-GC
1068  1-Oktanol FAD t - - t - RI,MS,Co-GC
1075 cis-Linalool-oksid (furanoidni oblik) TER 0,1 - - t 0.1 RI,MS,Co-GC
1092 trans-Linalool-oksid (furanoidni oblik) TER 0,1 - - t 0.1 RI,MS,Co-GC
1092  2-Nonanon FAD t - - - - RI,MS
1093 p-Cimenen TER t - - t - RI,MS
1100 Undekan FAD - - t - - RI,MS,Co-GC
1100  Linalool TER/CDC 0,3 t 0,2 - 0.2 RI,MS,Co-GC
1105 Nonanal FAD 0,2 0,1 t 0,1 - RI,MS
1106  Hotrienol TER - - - t - RI,MS
1107  E)-6-Metil-3,5-heptadien-2-on CDC - t - - - RI,MS
1112  2,6-Dimetilcikloheksanol CbC - 0,1 - - - RI,MS
1117  B-Feniletanol OTH - t - t t RI,MS,Co-GC
1125  Izoforon CbC - t - - - RI,MS
1145 trans-Pinokarveol TER 0,1 0,1 - t 0.2 RI,MS
1147 cis-Verbenol TER - 0,2 - - t RI,LMS
1150 Kamfor TER 0,1 - - t - RI,MS,Co-GC
1163 p-Ment-1,5-dien-8-ol TER - - - - t RI,MS
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1167  Benzoeva kiselina OTH 0,5 0,3 t 0,9 1.0 RI,MS,Co-GC
1167  Oktanska kiselina FAD 0,1 - - - 0.2 RI,MS,Co-GC
1170  Nonanol FAD 0,1 0,1 - - - RI,MS,Co-GC
1171  Borneol TER - - - 0,5 - RI,MS,Co-GC
1173 cis-Linalool-oksid (piranoidni oblik) TER t - - t - RI,MS
1177 trans-Linalool-oksid (piranoidni oblik) TER t - - - - RI,MS
1182  Terpinen-4-ol TER 0,2 0,1 0,1 - 0.1 RI,MS,Co-GC
1185 m-Cimen-8-ol TER t - - 0,2 0.1 RI,MS
1189 p-Cimen-8-ol TER 0,3 0,1 0,1 0,1 0.6 RI,MS
1191  2,6-Dimetil-3,7-oktadien-2,6-diol TER t - - 0,2 - RI,MS
1191 1-Dodecen FAD t - - - - RI,MS
1192  Kripton TER t - - t - RI,MS
1195 a-Terpineol TER t 0,1 0,3 t 0.2 RI,MS
1200 Dodekan FAD t - - t - RI,MS,Co-GC
1202  Mirtenol TER t t - t 0.3 RI,MS
1204  Safranal TER - - - - t RI,MS
1207  Dekanal FAD 0,1 0,2 0,1 t t RI,MS,Co-GC
1214  Verbenon TER t 0,1 - - - RI,MS
1223  trans-Karveol TER - 0,1 - t 0.1 RI,MS
1224  B-Ciklocitral CDC t 0,1 - - 0.1 RI,MS
1227  egzo-2-Hidroksi-1,8-cineol TER t - - t - RI,MS
1229 Nerol TER - - t - 0.1 RI,MS,Co-GC
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1233  Bornil-formijat TER t - - t - RI,MS
1249  Fenilsi¢éetna kiselina OTH 0,1 - - t - RI,MS,Co-GC
1255  Geraniol TER - t 0,2 - - RI,MS,Co-GC
1261  E)-2-Decenal FAD - t - - - RI,MS
1263 cis-Hrizantenil-acetat TER - - 0,1 - - RI,MS
1269  Nonanska kiselina FAD 0,4 t - 0,2 0.5 RI,MS,Co-GC
1271 1-Dekanol FAD - 0,1 - - - RI,MS,Co-GC
1273 2-Fenil-2-butenal OTH - 0,1 - - 0.1 RI,MS
1275 2,6-Dimetil-1,7-oktadien-3,6-diol TER t - - 0,2 - RI,MS
1278  3-Metildodekan FAD t t - - - RI,MS
1288 cis-p-Ment-2-en-1,8-diol TER t - - t - RI,MS
1290 Bornil-acetat TER t - - t - RI,MS,Co-GC
1293  2-Undekanon FAD - t - - - RI,MS
1294  Kuminol (p-Cimen-7-ol) TER - - - t t RI,MS
1296  Timol TER 0,1 - - - - RI,MS,Co-GC
1300  Tridekan FAD t - - t t RI,MS,Co-GC
1302 trans-Pinokarvil-acetat TER - - 0,1 - - RI,MS
1304  Karvakrol TER t t - - - RI,MS
1307 Undekanal FAD 0,1 0,1 - - t RI,MS
1316  Vinilgvajakol OTH t - - - 0.1 RI,MS
1317 E.E)-2,4-Dekadienal FAD - 0,1 - - - RI,MS
1326 €.2)-2,4-Dekadienal FAD t - - - 0.1 RI,MS
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A

1340

1353

1360
1364
1366
1371
1377
1380
1387
1392
1394
1397
1400
1407
1411
1424
1426
1430
1436
1436
1438

o-Elemen

1,1,6-Trimetil-1,2-dihidronaftalen (=Dehida-

jonen)

Eugenol
3-Dodecenal
Dekanska kiselina
3-Metiltridekan
Farnezan

a-Kopaen
trans-3-Damaskenon
3-Burbonen
2-Dodekanon
B-Elemen
Tetradekan
Tetrahidrogeranil-aceton
Dodekanal
B-Kariofilen
B-llangen
Karvon-hidrat
B-Kopaen

y-Elemen

E)-a-Bergamoten

TER

CbC

OTH
FAD
FAD
FAD
TER
TER
CDC
TER
FAD
TER
FAD
CDC
FAD
TER
TER
TER
TER
TER
TER

0,3
0,1
1,8

15

0,2

0,2

0.3

0.3

0.1

0.2
0.2

0.1

0.1
0.4

RI,MS
RI,MS

RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
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A

C

1453
1457
1457
1458
1463
1465
1466
1475
1474
1477
1479
1481
1483
1485
1486
1488
1491
1491
1497
1500
1500
1506

Geranil-aceton
5-Metiltetradekan
(E)-B-Farnezen
o-Humulen
Homofarnezan
Undekanska kiselina
alo-Aromadendren
1-Dodekanol
4,5-Diepi-aristolohen
y-Gurjunen
Selina-4,11-dien
y-Kurkumen
y-Muurolen
a-Kurkumen
Germakren D
(E)-B-Jonon

B-Selinen

trans-3-Jonon-5,6-epoksid

2-Tridekanon
Pentadekan
Biciklogermakren

a-Muurolen

CDCI/TER
FAD
CDCI/TER
TER
FAD
FAD
TER
FAD
TER
TER
TER
TER
TER
TER
TER
CDC
TER
CDC
FAD
FAD
TER
TER

0,1

0,2

0,7

0,7

0,5

0,3
0,1

0,1

0,3

2,6

0,1

0,2

0,1

0,3

1,6
2,9

0,2

0,5

0,5
0,4

0,7
1,9
0,5
0,4

0,2
0,4
0,4

0,1

0,3

0.5
1.7

RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,LMS
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
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A

1510
1512
1518
1521

1524

1526
1530
1538
1550
1558
1561
1563
1566
1569
1571
1575
1586
1586
1592
1597
1600

Germakren A
Tridekanal
Dibenzofuran

y-Kadinen

3,4-Dimetil-5-pentil-2(5)-furanon

(=dihidrobovolid’
o-Kadinen
trans-Kalamenen
Dihidroaktinidiolid
o-Kalakoren
Izokariofilen-oksid
Salviadienol
Germakren B
Dodekanska kiselina
11nor-Burbonan-1-on
y-Kalakoren
©)-3-Heksenil-benzoat
Spatulenol
€.E)-3,5-Pseudojonon
Kariofilen-oksid
Globulol

Heksadekan

TER
FAD
OTH
TER

FAD

TER
TER
CDC
TER
TER
TER
TER
FAD
TER
TER
OTH
TER
CDC
TER
TER
FAD

0,3

0,1

0,5

21

0,2

0,7

0,9

0,3

0,5

0,3

0,2
2,6

9,6
0,5

0,1
0,9

8,4

1,0

0.4

13

0.5

RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS

RI,MS

RI,MS
RI,MS
RI,LMS
RI,LMS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS,Co-GC
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A

C

1600
1613
1614
1618
1620
1625
1632
1633
1635
1639
1642
1645
1646
1647
1650
1653
1659
1663
1663
1664
1667
1676

Viridiflorol
5,7-Di-epi-a-eudezmol
Tetradekanal
Humulenpoksid I
Torilenol

Junenol

nor-Kopaanon
Gvaja-6,10(14)-dien{g-ol
Muurola-4,10(14)-dienfi-ol
Kubenol
Kariofila-4(12),8(13)-dien-&-ol
Kariofila-4(12),8(13)-dien-B-ol
T-Muurolol

nor-Pristan’

epi-a-Muurolol

o-Muurolol
a-Bisabolol-oksid B
a-Kadinol

Tridekanska kiselina
2-Metilheksadekan
cis-Kalamenen-10-ol
14-Hidroksi-Z)-kariofilen

TER
TER
FAD
TER
TER
TER
TER
TER
TER
TER
TER
TER
TER
CDC/TER
TER
TER
TER
TER
FAD
FAD
TER
TER

0,5
0,1

11
0,1

0,1
14

2,2

0,4

0,9

11

0,2
0,3

0.3
0.6

0.5

0.2

RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
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A

C

1676
1679
1683
1695
1700
1700
1703
1711
1716
1727
1750
1761
1765
1771
1772
1781
1784
1789
1800
1810
1817
1841

1-Tetradekanol
Heksil-salicilat

Kadalen
Amorfa-4,9-dien-2-0l
Germakron
Heptadekan

Pristan
10nor-Kalamenen-10-on
Pentadekanal
Metil-tetradekanoat
€)-2-Heksil-cinamaldehid
4-Metilheptadekan
Tetradekanska kiselina
Benzil-benzoat
3-Metilheptadekan
1-Pentadekanol
Fenantren
y-Tridekalakton
Oktadekan

Fitan

Heksadekanal

Neofitadien (izomer 2)

FAD
OTH
TER
TER
TER
FAD
CDCI/TER
TER
FAD
FAD
OTH
FAD
FAD
OTH
FAD
FAD
OTH
FAD
FAD
CDCI/TER
FAD
CDCI/TER

0,3

0,2
0,3

0,3

3,5
0,5

0,1
0,4

0,1
0,1
0,3
11

15
1,2

0,7

0,6

0,5

0,6

1,7
1,6

2,3
0,1

0,2

0,5
0,4

0,2

RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,LMS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS
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A

B

C

1848
1850
1864
1876
1883
1900
1900

1904

1918
1928
1950
1965
1967
1996
2000
2023
2036
2064
2066
2086
2100

Heksahidrofarnesil-aceton
Neidentifikovana komponenta
Pentadekanska kiselina
Benzil-salicilat
1-Heksadekanol
2-Heptadekanon

Nonadekan

5-(4,8-Dimetilnonil)-5-metildihidro-2(Bl)-
furanon

E.E)-5,9-Farnezil-aceton
Metil-heksadekanoat
Izofitol

Heksadekanska kiselina
3-(4,8,12-Trimetiltridecil)furan (=Fitofuran)***
Etil-heksadekanoat
Eikozan

Oktadekanal
Metil-2-oksoheksadekanoat
Heptadekanska kiselina
Manool

1-Oktadekanol

Heneikozan

CDCI/TER
uiC
FAD
OTH
FAD
FAD
FAD

OTH

CDCI/TER
FAD
CDC/TER/HID
FAD

CDC
FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
TER
FAD
FAD

15,5

0,9

0,1

0,1

0,1
0,3
38,8

0,2
0,3

0,1
15
0,2
1,6

0,3
0,4

1,3
0,3
0,3
8,7
0,5

0,5
0,3

1,4

0,6

11,6

15

0,3

0,2

0,2
0,3
35,9

0,6
0,7
0,1

2,9
0,2
3,4

10.8

0.5

0.3

1.2
0.4
0.3
22.8

0.7
0.4

1.8

RI,MS

RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS,Co-GC

MS

RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,LMS
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
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A

C

2106
2116

2135

2140
2164
2200
2220
2226
2267
2300

2354

2400
2496
2500
2600
2700
2800
2900
3000
3100

y-Heksadekalakton
€)-Fitol

(Z2,2)-9,12-Oktadekadienska kiselina (=Linolna

kiselina)

©)-9-Oktadecenska kiselina (=Oleinska kiselina)

Oktadekanska kiselina
Dokozan
E)-Fitil-acetat
Eikozanal
Tributil-acetilcitrat
Trikozan

5-Metil-5-(4,8,12-trimetiltridecil)dihidro-2(B)-
furanon

Tetrakozan
1-Dokozanol
Pentakozan
Heksakozan
Heptakozan
Oktakozan
Nonakozan
Triakontan

Hentriakontan

FAD
TER/HID

FAD

FAD

FAD
FAD
TER/HID
FAD
OTH
FAD

OTH

FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
FAD

2,3
0,2
1,8
0,1

0,6
0,6

1,2
0,1
4,5
2,1
0,8
0,1
0,1

0,3
2,5

0,6

0,3

0,9
6,5
2,6

0,4

0,2

1,0

0,9
0,3
2,2

3,1
2,3

0,3

2,6

4.2

0.6

0.2

2.7
0.2
0.3

1.6

0.1

0.1

3.8
0.2
5.9
0.1
1.6

RI,MS
RI,MS

RI,MS,Co-GC

RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS
RI,MS
RI,MS,Co-GC

MS

RI,MS,Co-GC
RI,MS
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC
RI,MS,Co-GC




Tabela 5.2. (nastavak)

D E F G H
Grupisani sastojci:
Terpenoidi (TER) 13.1 31,7 49,3 14,9 14,2
Monoterpenoidi 1.3 0,8 11 1,2 2,1
Monoterpenski ugljovodonici t - - t -
Oksigenovani monoterpeni 1.3 0,8 1,1 1,2 2,1
Seskviterpenoidi 5.9 27,4 47,9 8,6 5,2
Seskviterpenski ugljovodonici 0.9 5,0 31,3 1,0 1,3
Oksigenovani seskviterpeni 5.0 22,4 16,6 7,6 3,9
Diterpenoidi 5.9 3,5 0,3 51 6,9
Diterpenski ugljovodonici - - - - -
Oksigenovani diterpeni 5.9 3,5 0,3 51 6,9
a/ilsesl?neak(igeAlgw)e i jedinjenja nastala metabolizmom masnih 63.8 34.0 255 60.1 51.3
Jedinjenja nastala razgradnjom karotenoida (CDC) 18.5 24,9 14,3 12,6 20,2
Ostala jedinjenja (OTH)" 2.3 2,2 1,9 4,0 2,8
Identifikovano 97.7 92,8 91,0 91,6 88,5
Neidentifikovano $0.1%) - 0,4 - - -
Ukupno 97.7 93,2 91,0 91,6 88,5

"Srednja vrednost tri analizeT acan izomer nije utdten. MS, 70eV, 230 °C, RI 1850wz (rel. int.): 167 (45), 121 (45), 107 (40), 79 (30), 68 (100), 67 (84), 53 (29), 43
(38), 41 (48), 39 (31)." Neklasifikovani konstituenti i konstituenti mogeg antropogenog porekla. f8ksperimentalno oddeni retencioni indeksi na HP-5MS koloni u
odnosu na homologu serijy-&;; n-alkana. + u tragovima €0.05%). Rt uporelivanjem eksperimentalno dobijenih RI vrednosti sa literaturnim podacima (Adams, 2007).
MS- uporeativanjem masenih spektara sa spektrima iz biblioteka. Ce-GC koinjektiranjem standardnih supstanci. HI@itel, izomeri i derivati fitola koji su

najverovatnije nastali razgradnjom hlorofila u toku hidrodestilacije. - / nije detektovano.
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5.1.1.1. Sastav etarskog ulja biljne vrste Geraniuim macrorrhizum

Detaljnom GC i GC/MS analizom etarskih ulja izolovanih iz nadzemnih delova i
rizoma vrste G. macrorrhizum (uzorci sa oznakomgermn, odnosno germr)
identifikovano je 283 jedinjenja, Sto predstavlja oko 90% ukupne povrSine pikova u
hromatogramima. Hemijskim sastavom oba ulja dominiraju seskviterpgaira-n je
bogat oksigenovanim seskviterpenima (54,4%), dok seskviterpenski ugljovodaeici
vedi deo ulja rizoma (68,8%).

Hidrodestilacijom nadzemnih delova dobijeno je Zuckasto ulje paiste
konzistencije sa jakim, ali prijatnim mirisom. Odesi hemijski sastav se slaze sa do
sada publikovanim podacima o sastavu ulja za ovu biljnu vrstu (Tsankova & Ognyanov,
1972, 1977; Hodisan & Popescu, 1982; Chalchat et al., 2002). Glavni sastojak ulja je
germakron (49,7%). Germakren B (11,3%)kurkumen (4,1%),trans-3-elemenon
(1,6%) andy-elemen (1,3%) su, pored germakrona, najzastupljeniji sastojci ufa me
identifikovanim seskviterpenoidima. Visok je sadrzaj seskviterpenoida germakranskog
tipa (61,6%) u ulju, uklju¢uju¢i ovde i seskviterpene elemanskog tipa (opsSte je
prihvacena cinjenica da strukture elemanskog tipa mogu nastatioku gasne
hromatografije kao posledica termalnog [3,3]-sigmatropnog premestanja germakranskih
prekursora (Baldovinet al., 2001), pa je moguce da ova jedinjenja (npans-@3-
elemenon i-elemen) nisu nativni biljni metaboliti ¢¥eda su nastala iz odgovarajucih
germakranskih prekursora (Ognyanov, 1962). Etarsko ulje iz nadzemnih delova
koris&¢eno je za izolovanje germakrona prema publikovanoggduri (Minnaard et al.,
1999) radi ispitivanja mikrobioloSke aktivnosti istog.

Hidrodestilacijom rizoma ove biljne vrste dobijeno je Zuto-zeleno ulje, takode,
jako aromatinog mirisa. Za razliku od ulja nadzemnog dela, podzedelovi ove
bilike proizvode ulje kojim dominirajud-gvajen (49,2%) i ostali seskviterpenoidi
gvajanskog skeletnog tipa (61,1% ukupnog ulja). Ostali terpenoidi prisutni u
zn&ajnijem procentu su gemakron (11,5%)gvajen (8,7%)0-selinen (1,7%), gvaja-
6,10(14)-dien-4pol (1,5%) i eudesm-11-enxol (1,5%).

Sa cillem sticanja boljeg uvida u razlike hemijskog sastava ulja iz rizoma i
nadzemnih delova, pokuSali smo da sumiramo pretpostavljene biosintetske puteve
glavnih komponenata oba ulja (Sema 5.1; Steele et al., 1998). Glavne komponente
rizoma i nadzemnih delova biljke imaju zajetknibiosintetski prekursor — germakril-
katjon. Od germakril-katjona, biosinteza u pomenutim delovima biljke grana se u dva
pravca, na nan da je jedan biosintetski put aktivniji u nadzemmalelu (alilna
oksidacija germakrena B u germakron), a drugi u rizomu (biosinteza seskviterpenoida
gvajanskog skeletnog tipa detektovanih u etarskom ulju rizama:d-gvajena koji
nastaju iz germakrena f;elemena (proizvod Cope-ovog premestarga), 3-selinena
(kiselo-katalizovani ciklizacioni proizvodi; de Kraket al., 1998), kojtine 59,4% ulja
izolovanog iz rizoma). Ukratko, “germakren A” biosintetski put je aktivniji u rizomu,
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dok “germakren B” biosintetski put, zajedno sa odgovaraju¢im seskviterpenoidima
elemanskog tipa (63,9%) (Ognyanov, 1962; Reichatdal., 1989), preovladava u
nadzemnom delu biljne vrste G. macrorrhizum

mm \4\

gvajil-katjon \ L 3-gvajen
AN

farnezil-PP

y®
germakren A AN
N _
o | \
® \H{ B-elemen L o-gvajen )
germakril-katjon AN
€] A P
1 2 H- premes = - =
){ E,E-germakren B y-elemen
\E)]
[e] o
X
A _
= - =
germakron trans-B-elemenon

Sema 5.1.Pretpostavljeni biosintetski (i artefaktni) putevi najzastupljenijih terpenoida u @sti
macrorrhizum (identifikovane komponente u uljima su uokvirene)

Tsai i sar. (Hsu et al., 2006; Tsai et al., 2007) su sproveli istrazivanje sa ciljem
pronalaZzenja prirodnog proizvoda sa anti-inflamatornom aktétnoSeiu sastojcima
110 etarskih ulja biljaka koje se koriste u Kineskoj tradicionalnoj medicini. U
navedenom ispitivanju, etarsko ulje vrdegostemon cablin je pokazalo znsjnu
inhibitornu aktivnost prema i)( agregaciji trombocita indukovane trombocit-
aktiviraju¢im faktorom (PAF), fosfolipidnim posrednikom inflatoenog procesa koji
proizvode razliite ¢elije organizma koji ima ulogu kod alergijskih bdiesipala, astme,
rinitisa, Soka i kardiovaskularnih bolesti, ii)( sekundarnoj agregaciji trombocita
indukovane arahidonskom kiselinom. U daljem ispitivanju su iz pomenutog ulja
izolovali a-bulnezen (sin.d-gvajen) i zakljucili da je to jedinjenje odgovorno za
navedenu aktivnost ulja, odnosno da se potencijalno moze koristiti kao anti-PAF agens.
Na osnovu prethodno navedenog se moze pretpostaviti da etarsko ulje &zoma
macrorrhizum moze ispoljiti slkénu aktivhost, s obzirom da je anti-trimbocitni
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seskviterpenoidd-gvajen prisutan u zgajnom procentu. M#utim, neophodna su
dodatna istrazivanja u ovom pravcu.

5.1.1.2. Sastav etarskog ulja biljne vrste Geranium sanguineum

GC i GC/MS analizom etarskog ulja biljne vr&esanguineum (uzorakgers-c)
identifikovano je 248 sastojaka, odnosno 94,3% ukupnog ulja. Masne kiseline i
jedinjenja nastala metabolizmom masnih kiselina (FAD) predstavljaju najzastupljeniju
grupu jedinjenja sa udelom od 36,3%. Terpenska frakiije25,0% ulja i uglavnom se
sastoji od oksigenovanih jedinjenja. Glavne komponente etarskog ulja su
heksadekanska kiselina (9,6%), heksahidrofarnezil-aceton (9,4%) i fenil-acetaldehid
(7.1%).

Glikozidno vezan nezasni y-lakton protoanemonin, koji jgesto prisutan kod
biljaka familije Ranunculaceae (Seegal & Holden, 1945), veoma se lako osiaba
enzimskom reakcijom u toku prikupljanja i obrade biljnog materijala kao odgovor biljke
na stres. Ovo jedinjenje moze prouzrokovati iritaciju koze (Sun et al.,, 1999);
unoSenje/gutanje ¢# kolicina biljlnog soka koji sadrzi ovo jedinjenje moze
prouzrokovati iritaciju stomaka iZzega se moze razviti stodra kolitis, teski oblik
gastroenteritisa i dijareje pomeSane sa krvlju (Cornell University). S obzirom da je
protoanemonin identifikovan u etarskom uljy sanguineum (0,1%), treba imati na
umu posledice koje moze izazvati ovo jedinjenje.

5.1.1.3. Sastav etarskog ulja biljne vrste Geranium robertianum

U etarskom ulju izolovanom iz nadzemnih delova ove biljne vrste (ugarak
n) identifikovane su 152 sastojaka, kéine 95,8% ulja. U ulju iz korena (uzorgfrr-
k) uspeSno su identifikovane 53 jedinjenja, odnosno 98% ukupnog ulja. Kao i u
prethodnom slucaju, FAD predstavljaju najzastupljeniju grupu uigfitana uzorka —
49,2% u ulju nadzemnog dela, dok se ulje korena sastoji skoro iskljucivo komponente
ove grupe (93,4%). Terpenoidine 26,7% ulja nadzemnog dela. Nizak sadrzaj istih u
ulju iz korena (1,5%) ukazuje na lokalizovanu biosintezu/akumulaciju terpenoida u
nadzemnim delovimavrste G. robertianum. Najzastupljenije komponente su
heksadekanska kiselina (16,6%gerr-n i 45,3% ugerr-k ulju), pentakozan (28,5% u
gerr-k ulju), heksahidrofarnezil-aceton (6,5% u uzodaur-n) i kariofilen-oksid (5,4%
u gerr-n ulju).

Uodljive su znd&ajne razlike u hemijskom sastavu ispitivanih etdrsiija i
prethodno publikovanog za istu biljnu vrstu. Naime, linalool (22,9%erpinen
(13,9%), germakren D (7,8%), limonen (5,3%) i geraniol (4,4%), najzastupljenije
komponente ulja iz Holandije (Pedro et al., 1992), nisu detektalanei u tragovima,
osim u slucaju linaloola i geraniola, koji su u uzorgarr-n prisutni kao minorni
sastojci (1,4%, odnosno u tragovima). MoéguobjasSnjenje navedenih razlika u
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hemijskom sastavu moZze biti uticaj ekoloSkih faktora i/ili genetska varijabilnost
ispitivanih populacija.

5.1.1.4. Sastav etarskih ulja biljnih vrsta Geranium columbinum Geranium
lucidum

Hidrodestilacijom nadzemnih delova (uzorgdérc-n) i korena (uzoralgerc-k)
biline vrste G. columbinum i uzoraka celih biljaka vrst€&. lucidum (uzorak gerl-c)
dobijena su svetlo-Zuta ulja poturste konzistencije, u sva tri slucaja, sa prinosima
datim u Tabeli 4.1. Analizom etarskog ulja nadzemnog d@éla columbinum
identifikovana su 142 sastojka (88,2% ukupnog ulja), 43 jedinjenja u ulju ugemk&
(96,7% ulja) i 117 jedinjenja u uljuerl-c (91,4%). FAD jedinjenja, takode,
predstavljaju glavne sastojke sva tri uzorka (65,08@ena-n, 86,3% ugerc-ki 69,7% u
gerl-c  ulju), sa heksadekanskom kiselinom, tetradekanskom  kiselinom,
heksahidrofarnezil-acetonom i tetrakozanom, kao najzastupljenijim jedinjenjima. Udeo
terpenoida u ulju nadzemnog dela vr&ecolumbinum iznosi 6,6% i ovu grupdine
uglavnom oksigenovani mono- i seskviterpenoidi. Najzastupljeniji terpenagerain
ulju su borneol (0,8%), homofarnezan (1,1%) i kariofilen-oksid (1,3)inen (0,9%),
1,8-cineol (1,4%) i heksahidrofarnezol (1,2%) su najzastupljeniji terpegaidc ulja.
Etarsko ulje izolovano iz koren@. columbinum skoro potpuno se sastoji od FAD i
CDC jedinjenja, dok su terpenoidi detektovani samo u tragovima. Kao i u slucaju vrste
G. robertianum, moze se zakljuciti da je biosinteza/akumulacija terpenoida lokalizo
u nadzemnim delovimersteG. columbinum.

Dobijeni rezultati su u skadu sa hipotezom Raddbovi sar. (2009), koja se
odnosi na vezu izn# prinosa ulja i hemijskog sastava. Naime, usledosiatka
zna&ajnije proizvodnje isparljivih sekundarnih biljnih etabolita (npr. terpenoida,
fenilpropanoida itd.), biljne vrste siromasne etarskim uljem (sa prinosom ulja manjim
od 0,1%) sadrze ulje koje se pretezno sastoji od FAD i/ili CDC jedinjenja.

Interesantno je napomenuti da nekoliko identifikovanih jedinjenja moze nastati
autooksidacijom u toku suSenja biljnog materijala i/ili hidrodestilacije. Naime, Rontani i
sar. (1996) su nedavno publikovali rezultat da heksahidrofarnezil-aceton (prisutan u
gerc-n ulju sa udelom od 11,6%gerc-k (10,4%) i gerl-c (5,3%)) moze nastati
fotodegradacijom fitil-bo¢nog lanca hlorofila. Isti autori su pokazali da &HBe
(4,8,12-trimetiltridecil)dihidro-2(3hfuranon moze nastati autooksidacijonu-
tokoferola (vitamin E), opSte prisutnog u biljnom carstvu (Rontani et al., 2007). Pored
toga, a,B-nezasteni-y-lakton dihidrobovolid, takode identifikovan u ispitanim uljima,
moze nastati u suvom &8 u procesu indukovanom svettas(Horita et al., 1985).
Monoterpenski lakton 5,5-dimetil-4-(3-oksobutil)dihidro-2(3Hfuranon, trivijalno
nazvan homoterpenilmetil-keton, moze nastati-terpineola oksidativnim raskidanjem
dvogube veze koja je prana laktonizacijom dobijenghidroksi-kiseline (oksidacija-
terpineola na vazduhu) (Tsai & Cheng, 1984). Ovaj niz oksigenovanih jedinjenja
sugeriSe da autooksidacija ima vaznu ulogu u formiranju isparljivih biljnih metabolita
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izolovanih iz suvog biljnog materijala. Prema nedavnoj studiji, oksigenovani
seskviterpen klovan-diol, takode identifikovan gerl-c ulju (0,2%), moze nastati
hidrolizom kariofilen-oksida u toku hidrodestilacije, pa prema tome moze predstavljati
artefakt procedure izolovanja (Yang & Deinzer, 1994).

Ravasti alkohol 3-etil-4-metil-1-pentanol identifikovge kod Harpegnathos
saltator i Formica rufa radnika,Formica polyctena kraljica i kod Polyergus breviceps
kraljica (Nascimento et al.,, 1993; Francke et al., 1985; Greenberg et al., 2004). U
poslednjem sluc¢aju, R)-enantiomer istog jedinjenja je identifikovan kao seksualni
feromon sa funkcijom privienja muzjaka mrava (Greenberg et al., 2007). Ovo
jedinjenje je identifikovano gerc-n ulju sa udelom od 0,4%, kao i u nekoliko drugih
vrsta (Barra et al., 2007; Ruberto et al.,, 2008). S obzirom na ulogu ucenjda
pojedinih vrsta mrava, 3-etil-4-metil-1-pentanol moze imati ekoloSku ulogu u interakciji
biljaka i mrava (npr. oprasSivanje, zastita od biljojeda itd.).

5.1.1.5. Sastav etarskih ulja biljnih vrsta Geranium purpureum i Geranium phaeum

U etarskom ulju izolovanom iz uzoraka celih biljaka vrste G. purpuréurorak
sa oznakomgerp-c) idetifikovano je 68 jedinjenja sa udelom od 92,2%, dok je u
etarskim uljima nadzemnih delova i rizon@a phaeum (uzorci nadzemnih delova
gerph-nl, gerph-n2 i uzorak rizoma sa oznakogerph-r2) idetifikovano, redom, 94, 68
I 25 sastojaka, odnosno 96,2%, 93,5% i 94,6% ukupnog ulja. U svim uljima, takode,
dominiraju FAD jedinjenja sa udelom 45,4-81,3%. Etarsko ulje \@teurpureum
veoma je siromasno terpenoidima (svega 0,3%). Ukupan sadrzaj terpenoida u uzorcima
vrste G. phaeum (gerph-nl, gerph-n2 i gerph-r2) iznosi 2,6%, 31,8%, odnosno 8,7%.
Relativnho visok sadrzaj ovih jedinjenja gerph-n2 ulju moze se objasniti visokim
udelom E)-fitola (25,9%), koji je najverovatnije nastao razgradnjom hlorofila u toku
hidrodestilacije. Glavne komponente etarskog ulja vrsde purpureum su
heksadekanska kiselina (33,5%), pentakozan (8,5%) i heneikozan (4,8%).
Heksadekanska kiselina (36,1%), pentakozan (11,5%) i heksahidrofarnezil-aceton
(10,4%) najzastupljenije su komponemgph-nl ulja. (E)-Fitol (25,9%), heksakozan
(15,9%) i pentakozan (8,3%) su glavne kompongetph-n2 ulja, dok u rizomu iste
biljke (uzorakgerph-r2) dominiraju heksadekanska kiselina sa 55,2%, oleinska kiselina
sa 8,6%, fenilacetaldehid sa 4,8% i trdimalool-oksid (furanoidni oblik) sa 3,2%.

U gerph-r2 ulju identifikovan je ravasti alkohol 3-etil-4-metil-1-pentanol
(0,5%), jedinjenje za koje se pretpostavlja da ima ekoloSku ulogu u interakciji biljaka i
mrava (Odeljak 5.1.1.4.).

5.1.1.6. Sastav etarskog ulja biljne vrste Erodium cicutarium

GC/MS analizom etarskih ulja izolovanih iz celih biljaEacicutarium (uzorci
eroct-cl i eroct-c2) i nadzemnog dela bez cveta (uzorak eroct-n3) identifikovano je 162,
134, odnosno 99 sastojaka, sa udelom od 97,7%, 91,6% odnosno 88,5%. Sva tri uzorka
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karakteriSe visok sadrzaj FAD jedinjenja (51,3%—-63,8%) i nizak sadrzaj terpenoidnih
struktura (13,1%—14,9%) pri cemu dominiraju oksigenovani seskvi- i diterpenoidi.

Glavne komponente weroct-cl ulju su heksadekanska kiselina (38,8%),
heksahidrofarnezil-aceton (15,5%) i pentakozan (4,5%), dok u terpenskoj frakciji
dominiraju E)-fitol (2,6 %) i kariofilen-oksid (2,1 %). Najzastupljenije komponente u
uljima uzorakaeroct-c2 i eroct-n3 su, takode, heksadekanska kiselina, sa udelom od
35,9%, odnosno 22,8%, i heksahidrofarnezil-aceton (11,6%, odnosno 10,8%).

Isparljiva jedinjenja vrsteéE. cicutarium nalaze se u nadzemnom delu biljke.
Ovaj zakljucak je izveden na osnovimjenice da je analizom ulja uzora&@act-c2 koji
¢ine cele biljke (koren, stablo, list i cvetprioct-n3 (list i stabljika bez cveta) dobijeno
ulje veoma slinog hemijskog sastava i prinosa iako fwtsa razliitih lokaliteta, dok
hidrodestilacijom korena (uzoraéroct-k3) pod istim uslovima nije uopSte dobijeno
etarsko ulje. S obzirom da koren ne doprinosi ukupnom sadrzaju etarskog ulja, moze se
zakljuciti da cvetovi sadrze isparljive metabolite u veamaoj kolicini ili ih uopste
nemaju, narocito ako se zna da cvetovi ¢ine veoma mali deo ukupne mase biljke.

Jedina publikacija koja se odnosi na ispitivanje isparljivih metabolita ove biljne
vrste je analiza heksanskog ekstrakta izolovanog iz lista ove biljne vrste. Glavni sastojci
ispitivanog ekstrakta bile su geraniol (16,7%), citronelol (15,4%), izomenton (11,2%) i
metileugenol (10,6%). Ovi rezultati se veoma razlikuju od naSih rezultata s obzirom da
pomenute komponente nisu detektovaia& ni u tragovima u naSim uzoricma ove
biljine vrste. V&i deo identifikovanih supstituenta od strane LisdBah-ove su bili
monoterpenoidi, dok su terpenoiilnili manji deo, t&nije oko 10% ukupnog ulja. Nasi
rezultati se i u ovom pogledu drastd razlikuju, Sto je uocljivo na osnovu podataka u
Tabeli 5.2. lako nije mog& potpuno pouzdano donositi zaklju¢ke um@dranjem
hemijskog sastava ekstrakata dobijenih iz t@#h biljnih organa, u ovom slu¢aju to
nema bitnijeg uticaja na rezultate jer masa listova ove bdjkenajveti deo ukupne
mase biljke. Prema tome, ocigledna razlika u hemijskom sastavu moze bitiipasled
hemotipifikacije, uticaj ekoloskih faktora ili je mozda razlog razlika u metodama
izolovanja ekstrakata.

5.1.1.6. Sastav etarskih ulja biljnih vrsta Erodium ciconiumi Erodium absinthoides

U etarskih uljima vrstd&rodium ciconium (uzorakerocn-c) i E. absinthoides
(uzorakeroab-c) identifikovano je 107, odnosno 79 jedinjenja (92,8%, odnosno 91,0%
ukupnog ulja). Uerocn-c ulju, sadrzaj FAD, CDC i TER jedinjenja je uporediv po
vrednosti (34,0%, 24,9%, odnosno 31,7%). Terpenoidinij@a seskviterpenoidi
predstavljaju dominantnu grupu jedinjenjaewoab-c ulju (49,3%, odnosno 47,9%).
Glavne komponenterocn-c ulja su heksahidrofarnezil-aceton (9,9 %), kariofilen-oksid
(9,6 %), heksadekanska kiselina (8,7 %) i neofitadien (izomer 2) (8,5%). Germakren B
(8,9%), kariofilen-oksid (8.4%), heksahidrofarnezil-aceton (8.3%)kariofilen (7,5%)
predstavljaju glavne sastojke eroab-c ulja.
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5.1.1. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST ETARSKIH ULJA ODABRANIH BILINIH VRSTA
RODOVA GERANIUM | ERODIUM

Antimikrobna aktivnost izolovanih etarskih ulja ispitivana je disk-difuzionom i
mikrodilucionom metodom prema preporukama askey Nacionalnog komiteta za
klinicke laboratorijske standarde (National Committee fBlinical Laboratory
Standards (NCCLS), 2007). Kofeni su kontrolni laboratorijski sojevi
mikroorganizama, American Type Culture Collection (ATCC), Maryland, SAD,
Instituta za virusologiju i1 imunologiju “Torlak” iz Beograda, ki izolati
mikroorganizama i izolati iz hrane, kao i neki fungalni sojevi izolovani iz praSine
duSeka, veomaesti u ljudskom okruzenju i, veruje se, odgovorniakargijske bolesti
respiratornog trakta (Odeljak 4.4.1).

Antimikrobna aktivnost etarskog ulja biljne vrste Geranium macrorrhizum.
Ispitivanje antimikrobne aktivnosti etarskih ulja bilje vrs&e macrorrhizum (uzorci
germ-n i germr) vrSeno je disk-difuzionom i mikrodilucionom metodom na sedam
bakterijskih sojeva é&etiri fungalna mikroorganizma. Ispitivani uzorci aktivni prema
svim testiranim sojevima, izuzev gljivicandida albicans, koja nije osetljiva na ulje
rizoma. Antifungalna aktivnost prema testiranim plesni(Agpergillus fumigatus,
Aspergillus restrictus i Penicillium chrysogenum) je slaba, sa najviSim MIC
vrednostima. Generalno, ulje rizoma je pokazalaama slabiju aktivnost u podenju
sa germn uljem, koje pri nizim koncentracijama (u pdemju sagermr uljem)
ispoljava inhibitorno dejstvo na sve ispitivane mikroorganizme (Tabele 5.3 i 5.4).

Gram-pozitivne i -negativne bakterije su podjednako osetljive pigaman i
germr ulju u oba testa. Rezultati testiranjsstog ulja iz rizoma disk-difuzionom
metodom pokazuju naj¢a osetljivost bakterijeB. subtilis. Escherichia coli i
Clostridium sporogenes su najotporniji sojevi nagermr ulje. Slaba antifungalna
aktivnostgerm-r ulja evidentna je na osnovu vrednosti inhibicionih zona i, skoro u svim
slucajevima, na osnovu visokih MIC vrednosti. Kod testja antifungalne aktivnosti
disk-difuzionom metodongerm-n ulje je neaktivno samo u sluc¢afu restrictus, dok je
C. albicans osetljiva samo na ulje dobijeno iz nadzemnih delova biljke.

Uocene MIC vrednosti za bakterije uglavnom koreliSwissdnostima vetine
zone inhibicije dobijenim disk-difuzionom metodom i pokazuju daBje subtilis
E. coli najrezistentniji soj prema testiranim uljima. Ulje nadzemnih delova je pokazalo
vecu aktivnost od ulja rizoma prilikom testiranja aktosti prema bakterijskim i
fungalnim sojevima. Mdéutim, rezultati ove dve metode (disk-difuziona i
mikrodiluciona) se u izvesnoj meri razlikuju kada su u pitanju gljivice. Naime, testirane
koncentracije ulja i germakrona, kod ispitivanja aktivnosti mikrodilucionom metodom,
nisu dovoljno visoke za inhibiciju ras@andida albicans, dok je ovaj soj pokazao
osetljivost kod ispitivanja disk-difuzionom metodom.
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Tabela 5.3. Antimikrobna aktivnost etarskih ulja nadzemnih delova i rizoma @stanium macrorrhizum, germakrona i njihovih razblazenih rastvora (zone inhibicije u
mm, ukljutujuci presnik diskova)

Rizom Nadzemni delovi Germakron

Bakterijski soj Cisto v igto e i EtoH™ AT

uie” Tso0e 5% 125% 625% € 500 25% 125% 625% 333%  20%
E. coli (klini¢ki izolat) 13 10 8 7 7 12 11 11 10 8 34 20 n.a. 17
E. coli ATCC 25922 13 13 8 7 7 26 25 13 8 7 26 20 n.a. 29
K. pneumoniae ATCC 10031 18 14 12 10 n.a. 25 22 14 12 10 n.a. n.a. n.a. 20
S aureus ATCC 25923 17 8 8 7 n.a. 32 19 n.a. n.a. n.a. 25 18 n.a. 16
S aureus (klini¢ki izolat) 24 17 10 n.a. n.a. 25 12 13 9 8 20 16 n.a. 30
C. sporogenes ATCC 19404 14 10 8 7 n.a. 15 14 8 7 n.a. 29 19 n.a. 15
B. subtilis ATCC 6633 38 23 15 9 7 33 21 20 17 9 34 22 n.a. 48
Fungalni soj N~
C. albicans ATCC 10231 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. 20 17 14 12 9 n.a. n.a. n.a. 20
A. restrictus n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. 12 9 n.a. 10
P. chrysogenum n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. 8 8 n.a. n.a. n.a. 12 10 n.a. 16
A. fumigatus n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. 22 20 12 10 8 10 n.a. n.a. 15

"Pranik diskova 6,0 mm. 15 ul uzorka po disku.” 30 ug po disku. EtOH—Etanol. A-Amoksicilin. N—Nistatin. n.a.—nije aktivno
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Tabela 5.4. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIC, mg/ml) i minimalne baktericidne/ fungicidne
koncentracije (MBC/MFC) etarskih ulja vraB macrorrhizum germakrona

Rizom Nadzemni delovi Germakron

Bakterijski soj MIC MBC MIC MBC MIC MBC
mg/mL

E. coli (klini¢ki izolat) 5 10 2.5 >5 1.25 >5
K. pneumoniadTCC 10031 1.25 5 0.625 5 >5 >5
E. coliATCC 25922 2.5 25 0.312 0.312 1.25 5
S. aureuATCC 25923 2.5 25 0.039 1.25 2.5 >5
S. aureugklini¢ki izolat) 0.625 1.25 0.312 1.25 5 >5
C. sporogeneATCC 19404 25 10 0.625 0.625 5 5
B. subtilisSATCC 6633 0.0004 0.001 0.001 0.001 1.25 2.5
Fungalni soj MIC MFC MIC MFC MIC MFC
P. chrysogenurizolat iz 10 10 10 >10 >5 >5
praSine duSeka)
A. restrictug(izolat iz prasine 10 10 10 10 >5 >5
duseka)
A. fumigatugizolat iz praSine 5 10 5 >10 2.5 >5
duSeka)
C. albicansATCC 10231 >10 >10 >10 >10 >5 >5

>5— nije aktivno pri datoj koncentraciji

Slicno rezultatima ispitivanja disk-difuzionom metodomalje rizoma ne
pokazuje aktivnost prema fungalnim sojevima ni na osnovu MIC vrednosti, a koje
ukazuju na izrazitu rezistentnost ovih mikroorganizama. MIC jednaka ili manja od 0,5
mg/ml je karakteristina za supstance sa izrazenom antimikrobnom akitun@sMIC
vrednosti u rasponu 0,6—1,50 mg/ml se tretiraju kao aktivnhost srednjeg intenziteta, dok
supstance sa ¥ien MIC vrednostima nemaju zdaa kao antimikrobni agensi
(Sartorattoet al 2004). Prema ovome, testiranja su pokazala veoma izrazenu aktivnost
oba ulja prema bakterip. subtilis dok je u sluaju mikroorganizamé&. coli, S. aureus
I klini ¢kog izolataS. aureusamo germ-n ulje pokazalo umerenu aktivnost.

Pored ispitivanja antimikrobne aktivnosti etarskih ulja dobijenih iz nadzemnih
delova i rizoma, testirana je i aktivnost germakrona, glavnog sasgea-n ulja.
Rezultati testiranja aktivnosti ovog jedinjenja se u izvesnoj meri razlikuju od rezultata
dobijenih za ulja. Najudjivija razlika je potpuno odsustvo aktivnosti prefmakteriji K.
pneumoniagkoja je osetljiva na oba testirana ulja. Antifungalna aktivhost germakrona

jedinjenja su mikroorganizmi B. subtili€. coli.

Na osnovu ovih rezultata, a naite MIC vrednosti, germakron nije glavni
nosilac antimikrobne aktivnosti testiranih ulja. Rezultati aktivnosti ulja i ovog ketona
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premaB. subtilis S. aureus C. sporogenesugeriSu da germakron doprinosi aktivnosti,
ali se ne moze u potpunosti iskoristiti za objaSnjavanje dobijenih rezultata.

U poreienju sa rezultatima mikrodilucionog testiranja, tisginje antimikrobne
aktivnosti disk-difuzionom metodom daje sasvim duygasliku kada je u pitanju
aktivnost germakrona. U nekim shkj&vima, germakron pokazuje dee aktivnost od
ulja nadzemnih delova biljke, $to se moZe objasniti razlikama u rastvorljivosti, odnosno
difuzionoj sposobnosti germakrona ili ostalih aktivnih principa, a ne treba iskljuciti ni
mogucnost sinergistkog ili antagonistikog delovanja sastojaka ulja.

Kada je u pitanju antimikrobno dejstvo germakrona, dobijeni rezultati se
zn&ajno razlikuju od opsteprih¢anog misljenja da je to jedinjenje glavni bioloski
aktivni konstituent ove i nekih drugih biljnih vrsta (Barrero et al., 2008). Na primer,
utvrdeno je da je germakron jedan od glavnih komponeetdaeskog uljaAsarum
caulescengvrste koja se koristi u kineskoj tradicionalnoj medicini zZgeihge prehlade,
kaSlja i astme i koja, takode, pokazuje antimikrobnu aktivnost prema Granvponiii
-negativnim bakterijama i fungalnim sojevima (Shunying et al., 2006).deier je da
geometrijski izomer germakrona izolovan iz korala r@argonia ispoljava aktivnost
premaE. cloaceael K. pneumoniagRoussis et al., 2001). Matim, ve&lina ostalih
radova navodi germakron kao bioloSki aktivhu komponentu samo na oshovu
pretpostavke da aktivnost pii od glavnog sastojka (Deng et al., 2006; Yang .et al
2007; Raj et al., 2008).

Antimikrobna aktivnost etarskih ulja biljnih vrsta Geranium sanguineum i
Geranium robertianum. Rezultati testiranja antimikrobne aktivnosggers-G gerr-n i
gerr-k etarskih ulja, kao i aktivnosti standardnih antibiotika kamsh kao pozitivne
kontrole, dati su u Tabeli 5.5. Testiranje aktivnosti vrSeno je mikrodilucionom metodom
na Sest Gram-pozitivnih, osam Gram-negativnih bakterijskih sojeva i pet gljivica.

Prema dobijenim MIC vrednostima, uzorak gererpotpuno neaktivan pri svim
testiranim koncentracijama u shjd tri bakterijska i tri fungalna soja. Isti uzorgk
pokazao aktivnost u intervalu koncentracija 0,312-10,0 mg/ml — najaktivniji je prema
E. colii A. fumigatus sa najnizim vrednostima mikrobicidalne koncentracije od 0,312
mg/ml, dok tri bakterijska sojd&( coli, K. pneumoniaeS. enterica) pokazuju potpunu
otpornost pri testiranim koncentracijama. Antifungalna aktivnost je slaba prema tri
fungalna mikroorganizma.

Etarsko ulje korena ove biljne vrste (uzomar-K) ispoljava j&u aktivnost u
poreienju sa uljem nadzemnog dela, sa samo jednim popemstentnim sojemS.
enterica). MIC vrednosti ovog ulja kie se od 0,156 do 10,0 mg/ml. Najbolji rezultat
za ovo ulje je inhibicija rasta klitkog izolata E. coli (0,625 mg/ml). Nasuprot
aktivnosti ulja nadzemnog dela, svi testirani fungalni mikroorganizmi su osetljivi na
ulju (MIC=0,312-10,0 mg/ml).

Prilikom ranijeg ispitivanja antimikrobne aktivnosti etarskog ulfa.
robertianum kori&enjem Kirby-Bauer agar difuzione metode (Hersch-Maz et al.,
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2005), nije uo¢ena neka zZragnija aktivnost istog. Ispitivanjem antimikrobnetighosti
mikrodilucionom metodom od strane Schelz-a i sar. (2006), isto ulje je pokazalo
umerenu antimikrobnu aktivnost prem@taphylococcus epidermidis dva soja
Sacharomyces cerevisiaBitno je hapomenuti da nijedna od navedenih publikacija ne
navodi podatak o tome koji je deo bilke (nadzemni delovi, koren ili cela biljka)
koris¢en prilikom izolovanja ulja.

MIC i MBC vrednosti etarskog ulja vrste. sanguineunmalaze se u intervalu
(MIC=MBC=0,312 mg/ml), a najrezistentnii. coli 95 (MIC=5,00, MBC>10 mg/ml),
dok je soj K. pneumonia®TCC 10031 pokazao potpunu otpornost na ulje.

Aktivnost sva tri ispitana uljagérs-¢ gerr-ni gerr-K) je slicna, sa uporedivim
MIC vrednostima u intervalu 0,156—-10,0 mg/ml, Sto je i o¢ekivano na osnénostli
hemijskog sastava tih ulja. Udeno je da je heksadekanska kiselina (45,3%emn-k
ulju i glavni sastojalgers-G gerr-n ulja) jak antimikrobni agens (Kabara et al., 1972;
Yff et al.,, 2002; Cakir et al.,, 2004; Lei et al., 2008). Takode, predlozeno je da je
heksahidrofarnezil-aceton takode antimikrobni agens zbog izrazitog dejstva (Radulov
et al., 2006). Poznato je da je biljni antibiotik protoanemonin, aktivni sastojak prisutan u
billkama familije Ranunculaceae (Holden & Seegal, 1945), aktivan protiv Sirokog
spektra mikroorganizama (Didry, 1991). S obzirom da je prisugers+culju (0,1%),
ovo jedinjenje doprinosi, makar u odexoj meri, antimikrobnim svojstvima ovog
etarskog ulja.

Antimikrobna aktivnost etarskih ulja biljnih vrsta Geranium columbinum i
Geranium lucidum. Rezultati testiranja antimikrobne aktivnogerc-n,gerc-ki gerl-c
etarskih ulja, kao i aktivnosti standardnih antibiotika kamsh kao pozitivhe kontrole
dati su u Tabeli 5.6. Testiranje aktivnosti vrSeno je mikrodilucionom metodom na Sest
Gram-pozitivnih, devet Gram-negativnih bakterijskin sojeva i pet fungalnih
mikroorganizama. MIC vrednosti pokazujwyaaktivnost pomenutih uzoraka protiv
Gram-pozitivnih sojeva, Sto je u saglasnosti sa literaturnim podacima ranijih testiranja
antimikrobne aktivnosti (Consentino et al., 1999; Karaman et al., 2003; Sahin et al.,
2002; Matasyoh et al., 2009).

Etarsko ulje izolovano iz nadzemnih delova viGtecolumbinumeaktivnije je od
gerc-k i gerl-cetarskih ulja, osim u slau dva soja Ecoli (ATCC 5922 i ATCC 8739),
koja su u potpunosti rezistentna na sva tri ulja. Ovo ulje je najaktivnije p@&ma
sporogenegMIC=0,437 mg/ml). Etarsko ulje izolovano iz korena iste vrste je pokazalo
pneumoniagMIC=0,750 mg/ml), méutim, aktivnost je samo inhibitorna (MBC>12,0
mg/ml). Ostali sojevi nisu osetljivi ngerc-k ulje pri testiranim koncentracijama. Na
osnhovu prethodnog, moze se zakljuciti da ovo ulje pokazuje uglavhom bakteriostatsku
aktivnost, sa baktericidnom aktivnagsprema samo dva soja.
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Etarsko ulje vrsté&. lucidumje najaktivnije protiv testiranog soRa aeruginosa
(MIC=MBC=0,837 mg/ml) i klintkog izolata K. pneumoniae (MIC=0,837,
MBC=1,675 mg/ml).

Prisustvo 1,8-cineola (1,4%) werl-c ulju moZe biti razlog umerene
antimikrobne aktivnostigerl-c ulja. Sa druge strane, visok procenat heksadekanske
kiseline i heksahidrofarnezil-acetona, takode, moze biti razlog uo¢ene aktivnosti sva tri
ulja. Medutim, treba naglasiti da aktivnosti ulja se ne m@gipisati prisustvu samo
pojedinih sastojaka u uljima iz razloga Sto udeo istih ne koreliSe sa uo¢enom aktivnos
ulja. Prema tome, moZe se pretpostaviti da je uoc¢ena aktivnost rezultat si¢lergisti
aktivnosti sastojaka ulja. Hemijski sastgerl-c ulja karakteriSe i prisustvo jedinjenja sa
izrazitom antifungalnom aktivné8g, kariofilen-oksida (Cakir et al., 2004), pa to raoz
biti razlog nesto we antifulgalne aktivnosti ovog ulja u odnosu raogn i gerc-kulje.

Antimikrobna aktivnost etarskih ulja biljnih vrsta Erodium cicutarium,
Erodium ciconium i Erodium absinthoides. Rezultati antimikrobnog testiranja etarskih
ulja ispitanih Erodium vrsta (uzorcieroct-cl, erocn-ci eroab-9, kao i standardnih
antibiotika kori€enih kao pozitivne kontrole dati su u Tabeli 5.7sfiranje aktivnosti
vrSeno je mikrodilucionom metodom watiri Gram-pozitivhaetiri Gram-negativna
bakterijska soja i pet fungalnih mikroorganizama.

Rezultati testiranja pokazuju antibakterijsku aktivnost srednjeg intenziteta i
relativno jaku antifungalnu aktivnost testiranih ulja, mada dosta slabiju od vrednosti
antibiotika Nistatina. Najw@i otpornost je imao mikroorganizakn pneumoniagedok je
B. subtilisnajosetljivija bakterija na testirana ukaodiumvrsta. Ovakva osetljivod.
subtilis je ve& ranije uocena (Sartoratto et al., 2004). Nemacameh razlika u
aktivnostima testiranih uzoraka prema Gram-pozitivnim, odnosno Gram-negativnim
sojevima, Sto je, takode, prethodno publikovano (Ouattara et al., 19972B07).

Uzorakeroct-cl pokazuje antimikrobnu aktivnost srednjeg intenziteta, sa MIC
vrednostima u intervalu 0,312;:50 mg/ml za bakterije i 0,078:325 mg/ml za
fungalne sojeve. NajizraZenija je aktivnost pr&ivaureugATCC s0j) iC. sporogenes
(MIC=0,312 mg/ml; MBC=2,5 mg/ml), dok je Kligki izolat S. aureusmajrezistentniji
soj prema eroct-cl ulju. Najosetljiviji testirani fungalni soj jeA. restrictus
(MIC=MBC=0,078 mg/ml), a najrezistentnijiC. albicans (MIC=0,312 mg/ml;
MBC=2,5 mg/ml). S obzirom da je etarsko ufecicutariumjedino ulje ovog rodaija
je antimikrobna aktivnost prethodno ispitana, gerge rezultata je moge¢samo u
slu¢aju ove biljne vrste. Nikitina i sar. (2007) su tsm@li antimikrobnu aktivnost
ekstrakta lista pri koncentracijama od 500 i 1000 mg/ml. Vodni ekstrakt je pokazao
najjatu aktivnost, i to premaetiri od ukupno jedanaest testiranih soj@asubtilisi
prema svih sedam testiranPseudomonasp. sojeva. MIC vrednostroct-cl ulja
premaPseudomonaandBacillus mikroorganizmima (312, odnosno 6g§/ml) su nize
u poreienju sa onim u navedenoj publikaciji.
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Rezultati i diskusija

MIC vrednosti etarskog ulj&. ciconiumsu u intervalu 0,156-5,00 mg/ml.
Etarsko ulje je aktivno protiv svih testiranih bakterijskin i fungalnih sojeva.
NajizraZzeniju aktivnost ima proti\B. subtilis (MIC=0,156 mg/ml), dok jeE. coli
(ATCC s0j) najrezistentniji od testiranih sojeva (MIC=5 mg/ml; MBC>5 mg/ml).
Antifungalna aktivnost erocn-c ulja je narocito izrazena protivA. restrictus
(MIC=MBC=0,039 mg/ml), dok je&. albicansnajrezistentniji fungalni soj (MIC=0,156
mg/ml; MFC=2,5 mg/ml).

Antibakterijska aktivnost etarskog ulfa absinthoidege niza u poréenju sa
aktivnostima eroct-c1 i erocn-c ulja. Dva soja $. aureusi K. pneumoniage su
rezistentna pri svim testiranim koncentracijama, a rast dva soja je inhibiran samo pri
subtilis (MIC=MBC=0,625 mg/ml). Antifungalna aktivhos¢roab-c ulja je nesto
izraZenija od njegove antibakterijske aktivnosti, gdA.jeestrictus(MIC=MBC=0,078
mg/ml) najosetljiviji i C. albicans (MIC=0,156 mg/ml; MBC=2,50 mg/ml)
najrezistentniji fungalni soj.

Antimikrobna aktivnost etarskih ulja izolovanih iz vr&a purpureum(uzorak
gerp-9, G. phaeun{uzorcigerph-nl,gerph-n2, gerph-r2) E. cicutarium(uzorcieroct-
c2, eroct-n3 nije ispitana zbog malih prinosa ulja, odnosno nedovoljnih¢ikali
etarskih ulja za testiranje.

lako su aktivnosti etarskih ulja ztegno slabije u pokenju sa pozitivhom
kontrolom, tj. antibioticima, ne treba zaboraviti da su u pitanju smeSe sa moguce
visokim sadrzajem mikrobioloski inaktivnih supstanci. Primenom digihli tehnika
razdvajanja mogu se potencijalno izolovaiste aktivne komponente ili njihovi
koncentrati sa znatnodan dejstvom. Naravno, ne sme se zaboravitiimjenica da su
ispitivanja vrSenan vitro. Da bi se utvrdio pun potencijal navedenih ekstrakata i
njihovih aktivnin komponenti, be neophodno uzeti u obzir i procese apsorpcije i
metabolizma pod dejstvom digestivnih enzima i crevne mikroflore, transport putem
krvotoka, degradaciju u jetri, konjugaciju i izlu¢ivanje.
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Tabela 5.5. Minimalne inhibitorne koncentracif@1C, mg/ml) i minimalne baktericidalne/ fungicidalne koncentracije (MBC/MFC) etarskih ulja@rsta
sanguineumi G. robertianum

G sanguineum G. robertianum G robertianum Hloramfenikol
Bakterijski soj (cela biljka, mg/ml) (nad. delovi, mg/ml) (koren, mg/ml) (ng/ml)
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC
E. coli (klini&ki izolat) 0,312 0,625 0,312 0,312 0,156 0,625 0,031
E. coli ATCC 25922 5,00 5,00 10,0 10,0 5,00 5,00 0,062
E. coli ATCC 8379 1,25 >10,0 5,00 >10,0 2,50 >10,0 0,062
E. coli 95 5,00 >10,0 >10,0 >10,0 5,00 >10,0 0,062
K. pneumoniae ATCC 10031 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 0,156 2,50 0,062
K. pneumoniae (klini¢ki izolat) 2,50 >10,0 5,00 >10,0 5,00 >10,0 0,062
S aureus ATCC 27853 5,00 5,00 10,0 10,0 10,0 10,0 0,015
S. aureus (klini¢ki izolat) 5,00 5,00 5,00 >10,0 5,00 >10,0 0,062
Cl. sporogenes ATCC 19404 0,625 5,00 2,50 10,0 2,50 5,00 0,250
P. vulgarisATCC 8247 2,50 10,0 2,50 10,0 10,0 10,0 0,125
S enterica ATCC 13076 5,00 5,00 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 0,125
S lutea ATCC 9341 5,00 10,0 10,0 >10,0 10,0 >10,0 0,125
M. flavus ATCC 10240 0,312 0,312 2,50 5,00 5,00 >10,0 0,031
B. subtilisATCC 6633 2,50 5,00 5,00 >10,0 2,50 10,0 0,015
Fungalni soj MIC MFC MIC MFC MIC MFC Nistatin (ug/ml)
P. chrysogenum (izolat z praSine duSeka) 10,0 10,0 >10,0 >10,0 10,0 10,0 0,039
A. restrictus (izolat z praSine duSeka) >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 10,0 >10,0 0,078
A. fumigatus (izolat z praSine duseka) 0,312 0,312 0,312 0,312 0,312 0,312 0,039
C. albicansATCC 10231 5,00 10,0 10,0 >10,0 5,00 10,0 2,500
S. cerevisiae ATCC 9763 2,50 10,0 >10,0 >10,0 2,50 2,50 1,750

>10.0 — nije aktivno pri datoj koncentraciji



Tabela 5.6. Minimalne inhibitorne koncentracijfgM1C, mg/ml) i minimalne baktericidalne/ fungicidalne koncentracije (MBC/MFC) etarskih ulja @rsta

columbinumi G. lucidum

G. columbinum G. columbinum G. lucidum Hioramfenikol
(nadzemni delovi) (koren) (celabiljka)

Bakterijski soj
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC
mg/ml pg/ml

A B C D E F G H

E. coli (klini¢ki izolat) 0,875 0,875 12,0 >12,0 >13,4 >13,4 0,031
E. coli ATCC 25922 >14,0 >14,0 >12,0 >12,0 >13,4 >13,4 0,062
E. coli ATCC 8379 >14,0 >14,0 >12,0 >12,0 >13,4 >13,4 0,062
E. cali (Torlak 95) 14,0 14,0 >12,0 >12,0 13,4 >13,4 0,062
K. pneumoniae ATCC 10031 14,0 >14,0 >12,0 >12,0 13,4 >13,4 0,062
K. pneumoniae (klini¢ki izolat) 1,750 1,75 0,750 >12,0 0,873 1,675 0,062
P. aeruginosa ATCC 25923 0,875 7,00 6,00 12,0 0,837 0,837 0,250
S aureus ATCC 27853 1,750 1,75 12,0 >12,0 3,35 3,35 0,015
S. aureus (klini¢ki izolat) 3,50 14,0 6,00 >12,0 1,675 13,4 0,062
Cl. sporogenes ATCC 19404 0,437 3,50 6,00 12,0 1,675 >13,4 0,062
P. vulgarisATCC 8427 7,00 >14,0 12,0 >12,0 13,4 >13,4 0,125
S enterica ATCC 13076 14,0 >14,0 >12,0 >12,0 13,4 >13,4 0,125
S lutea ATCC 9341 7,00 >14,0 >12,0 >12,0 13,4 >13,4 0,125
M. flavus ATCC 10240 7,00 >14,0 6,00 >12,0 13,4 13,4 0,031
B. subtilis ATCC 6633 14,0 >14,0 12,0 >12,0 13,4 >13,4 0,015




Tabela 5.6. (Nastavak)

A B C D E F G H
Fungalni soj MIC MFC MIC MFC MIC MFC Nistatin
P. chrysogenum (izolat z praSine duSeka) 7,00 14,0 12,0 >12,0 >13,4 >13,4 0,039
A. restrictus (izolat z praSine duSeka) 7,00 14,0 12,0 >12,0 13,4 >13,4 0,078
A. fumigatus (izolat z praSine duSeka) 0,109 7,00 0,375 >12,0 0,837 1,675 0,039
C. albicans ATCC 10231 0,437 1,75 1,75 3,50 0,837 3,350 2,50

S cerevisae ATCC 9763 0,437 0,437 >12,0 >12,0 6,70 >13,4 1,75

>12,0, >13,4, >14,0- nije aktivno pri datim koncentracijama



Tabela 5.7. Minimalne inhibitorne koncentracif@1C, mg/ml) i minimalne baktericidalne/ fungicidalne koncentracije (MBC/MFC) etarskih ulja Erstaonium,
E. cicutariumi E. absinthoides

E. ciconium E. cicutarium E. absinthoides .
(cela biljka) (cela biljka) (cdla biljka) Hioramfenikol
Bakterijski soj
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC
mg/ml pg/ml
A B C D E F G H
P. aeruginosa ATCC 25923 2,5 >5 0,312 >5 1,25 2,5 >5
E. coli ATCC 25922 5 >5 0,625 2,5 5 5 5
E. coli (klini¢ki izolat) 2,5 2,5 2,5 2,5 0,156 2,5 5
K. pneumoniae (klini ¢ki izolat) 2,5 >5 1,25 >5 >5 >5 5
S aureus ATCC 27853 5 5 0,312 2,5 5 5 2,5
S. aureus (klini¢ki izolat) 2,5 >5 2,5 >5 >5 >5 2,5
Cl. sporogenes ATCC 19404 0,312 5 0,312 2,5 0,312 2,5 5
B. subtilisATCC 6633 0,156 0,156 0,625 0,625 0,312 0,312 1,75
Fungalni soj MIC MFC MIC MFC MIC MFC Nistatin
P. chrysogenum (izolat z praSine duSeka) 0,156 1,250 0,156 1,250 0,156 0,625 0,039
A. restrictus (izolat z praSine duSeka) 0,039 0,039 0,078 0,078 0,078 0,078 0,078
A. chrysogenum (izolat z praSine duseka) 0,078 0,078 0,156 0,156 0,078 0, 078 0,039
A. fumigatus (izolat z praSine duSeka) 0,078 0,156 0,156 0,156 0,156 0,156 0,039
C. albicans ATCC 10231 0,156 2,50 0,325 2,5 0, 156 5 2,5

>5— nije aktivno pri datoj koncentraciji



Rezultati i diskusija

5.2. FITOHEMIJSKO | MIKROBIOLOSKO ISPITIVANJE ODABRANIH
VRSTA IZ PORODICE BRASSICACEAE

Najveti broj biljnih vrsta koji sadrze glukozinolate, seklarne metabolite sa
zna&ajnom ulogom u zastiti biljaka od patogenih mikraorgama, nalazi se u okviru
familije Brassicaceae, pa su iz tih razloga odabrani taksoni ove familije za fitohemijsko
i mikrobioloSko ispitivanje.

5.2.1.HEMIJSKI SASTAV AUTOLIZATA BILINIH VRSTA  ERYSIMUM DIFFUSUM |
HORNUNGIA PETRAEA, HEMOTAKSONOMIJA | SINTEZA ODABRANIH METABOLITA

lako se veliki brojc¢lanaka u natnoj literaturi odnosi na identifikaciju
glukozinolata primenom raznovrsnih metoda (Odeljak 3.345t0 je bilo veoma teSko
dobiti usaglaSene rezultate. Razlog za to lezi u nedostatku pouzdane, standardizovane
metode analize glukozinolata, njihovoj stabilnosti, tj. nestabilnosti pri uslovima analize i
nedostatku analitkih podataka neophodnih za pouzdanu identifikacifinaliza
isparljivih degradacionih proizvoda, odnosno hidrolizata ovih biljnih metabolita,
koris¢enjem GC-MS tehnike, predstavlja prostu, brzu i,etini slucajeva, pouzdanu
metodu kvalitativne analize glukozinolata, odnosno njihovih degradacionih proizvoda.
Kada je jedan od ciljeva ispitivanje bioloSke aktivnosti ovih jedinjenja, GC-MS analiza
je veoma pogodna metoda za njihovu hemijsku analizu s obzirom da su lako isparljivi,
degradacioni proizvodi glukozinolata bioloSki aktivhe forme ovih jedinjenja.

Katalitickim dejstvom enzima mirozinaza dolazi do hidrolizekgzinolata, pri
¢emu nastaju nestabilni tiohidroksim@tsulfati, koji otpuStanjem sulfatne grupe
(Lossen-ovo premestanje), u zavisnosti od pH i/ili ostalih faktora, mogu datiteazli
degradacione proizvode—izotiocijanate, tiocijanate, nitrile itd. Hidroliza glukozinolata u
ovom radu Kkatalizovana je endogenom mirozinazom u skladu sa prethodno
publikovanom procedurom (Raduldwet al., 2008).

Analiza autolizata je vrSena na uzorcima biljne vrErysimum diffusum,
prikupljenim sa dva lokaliteta (uzorci sa oznakaengl-cl, eryd-n2 i eryd-k2) i vrste
Hornungia petraea (uzorci horp-cl i horp-c2, takode prikupljenih sa dva lokaliteta,
Odeljak 4.1.4.2.). GC i GC-MS analizom etarskih ekstrakata dobijenih nakon autolize
identifikovana su 43 sastojka u uzorciBadiffusum, odnosno 30 jedinjenja u uzorcima
vrste H. petraea (Tabela 5.8).
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Tabela 5.8. Hemijski sastav autolizata (etarskih ekstrakata) ispitivanih vrsta porodice Brassicaceae

=
tf BT 5. 8% g
£5 £ £ §F &S
Rl Jedinjenje Klasa ui 26: ui gﬁ }5’ T i"; T f“: idewtie;ioki?:ije
c
eryd-cl eryd-n2  eryd-k2  horp-cl  horp-c2
%"
A B C D E F G H |

765 @)-2-Penten-1-ol FAD 1,3 - - - - RI, MS

801 @)-3-Heksenal FAD 0,9 - - - - RI, MS

847 E)-3-Heksen-1-ol FAD 0,3 - - - - RI, MS

851 ©)-3-Heksen-1-ol FAD 21,9 - - - - RI, MS

860 €)-2-Heksen-1-ol FAD 3,7 - - - - RI, MS

911 €,E)-2,4-Heksadienal FAD 0,2 - - - - RI, MS

964 Benzaldehid OTH 0,4 - - tr - RI, MS, Co-GC
968 Heksanska kiselina FAD 0,3 - - - - RI, MS, Co-GC
978 Fenol OTH - - - 0,1 - RI, MS, Co-GC
989 E)-3-Heksenska kiselina FAD 3,1 - - - - RI, MS
1008 €)-2-Heksenska kiselina FAD 1,1 - - - - RI, MS
1027 2-Etil-1-heksanol OTH - - - 0,1 - RI, MS
1036 Benzil-alkohol OTH 1,3 - - - - RI, MS, Co-GC
1046 Fenilacetaldehid OTH 0,3 - - - - RI, MS, Co-GC




Tabela 5.8. (Nastavak)

A B C D E F G H |
1106 Nonanal FAD - - - 0,2 - RI, MS, Co-GC
1117 2-Fenil-1-etanol OTH 0,1 - - - - RI, MS, Co-GC
1129 Fenilacetonitril NIT - - - 1,2 0,2 RI, MS
1356 Benzil-izotiocijanat ITC - - - 8,5 4,8 RI, MS, Co-GC
1379 3-Metoksifenilacetonitril NIT - - - 2,4 1,6 RI, MS, Co-GC
1401 4-1zotiocijanatobutanska kiselina ITC 7,6 - 14,1 - - RI, M,\?MEO'GC’
1404  Vanilin OTH 0,4 - - 0,1 - RI, MS, Co-GC
1458  (E)-B-Farnezen TER/OTH - 0,2 - - - RI, MS
1480  Hidroksifenil-acetonitril NIT - - - 1,5 - RI, MS
1599 3-Metoksibenzil-izotiocijanat TIO - - - 25,1 34,4 RI, MS, Co-GC
1629 4-Metoksibenzil-izotiocijanat ITC - - - - tr RI, MS, Co-GC
1703  Hidroksibenzil-izotiocijanat ITC - - - 15,9 22,1 RI, MS
1841 Neofitadien (izomer 2) TER/OTH 0,6 0,1 0,1 0,9 - RI, MS
1846 Heksahidrofarnezil-aceton OTH - 0,1 0,1 - - RI, MS
1900 Nonadekan FAD - - - tr - RI, MS, Co-GC
1962 Heksadekanska kiselina FAD 3,4 2,1 13,9 1,1 0,3 RI, MS, Co-GC
2000 Eikozan FAD - - - 0,2 - RI, MS, Co-GC
2070  Neidentifikovana komponenta - - 1,5 - -
2100 Heneikozan FAD - - - 0,3 0,1 RI, MS, Co-GC
2118 €)-Fitol TER/OTH 0,5 - - - - RI, MS, Co-GC
2138 (2,2)-9,12-Oktadekadienska kiselina (=Linolna FAD 12 0.9 83 i i RI. MS, Co-GC

kiselina)




Tabela 5.8. (Nastavak)

A

B

2141

2144
2164
2200
2300
2400
2500
2600
2632
2700
2733
2800
2834
2837
2900
3000
3043
3100
3103
3200
3254

(2,2,2)-9,12,15-Oktadekatrienska kiselina

(= Linolenska kiselina)

©)-9-Oktadecenska kiselina (=Oleinska kiselina)

Oktadekanska kiselina

Dokozan
Trikozan
Tetrakozan
Pentakozan
Heksakozan
Tetrakozanal
Heptakozan
Pentakozanal
Oktakozan
Skvalen (sSvE)
Heksakozanal
Nonakozan
Triakontan
Oktakozanal
Hentriakontan
a-Tokoferol
Dotriakontan

Triakontanal

FAD

FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
TER
FAD
FAD
FAD
FAD
FAD
OTH
FAD
FAD

6,2

0,1
0,1
13,2

7,4
0,9

17,2
0,5

5,4

0,9

0,8
0,1
13
0,1
0,3
2,8
6,1
0,6

0,9
16,7
2,2

1,2
35,1

2,3
0,9

18,1

13,8

11,7
0,7
0,8

2,6

0,4
0,5
0,3
0,6

0,5

1,7

0,9
2,1

12,2
2,1

8,5
3,6

10,8
3,0

4,2
3,3

RI, MS, Co-GC

RI, MS, Co-GC
RI, MS, Co-GC
RI, MS, Co-GC
RI, MS, Co-GC
RI, MS, Co-GC
RI, MS, Co-GC
RI, MS, Co-GC
RI, MS
RI, MS, Co-GC
RI, MS
RI, MS, Co-GC
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Co-GC
RI, MS, Co-GC
RI, MS
RI, MS, Co-GC
RI, MS, Co-GC
RI, MS, Co-GC
RI, MS




Tabela 5.8. (Nastavak)

A C D E F G H |
3300  Tritriakontan FAD - 10,9 2,8 - - MS, Co-GC
3487 Dotriakontanal FAD - 0,2 - - - MS

Grupisane komponente:

Izotiocijanati (ITC) 7.6 - 14,1 24,4 26,9
Tiocijanati (TIO) - - - 25,1 34,4
Nitrili (NIT) - - - 51 1,6
Terpenoidi (TER) 1.1 0,3 1,0 7,0 0,9
II:/iI:eslriwneak(ils:eAlli:;l)e i jedinjenja nastala metabolizmom masnih 839 91.8 726 281 214
Ostala jedinjenja (OTHY 3.0 0,1 0,8 3,9 3,3
Identifikovano 95.6 92,2 88,5 93,6 87,5
Neidentifikovano $0.1%) - - 15 - -
Ukupno 95.6 92,2 90,0 93,6 88,5

"Srednja vrednost tri analizeT acan izomer nije odeen. MS, 70eV, 230 °C, RI 185@yz (rel. int.): 175 (100), 174 (18), 160 (28), 146 (26), 144 (31), 129 (56), 116 (21),

104 (42), 89 (20), 76 (18§

. Neklasifikovani konstituenti i konsituenti mogeg antropogenog porekla. ;REksperimentalno oddeni retencioni indeksi na HP-5MS

koloni u odnosu na homologu serijy-C3s n-alkana. + u tragovima €0.05%). Rt uporetivanjem eksperimentalno dobijenih vrednosti retencionih indeksa sa literaturnim
podacima (Adams, 2007). MSQuporelivanjem masenih spektara sa spektrima iz biblioteka. Co-GC-koinjektiranjem standardnih supstanci. - / nije detektovano.



Rezultati i diskusija

5.2.1.1. Analiza autolizata biljne vrste Erysimum diffusumidentifikacija novog
izotiocijanata — 4-izotiocijanatobutanske kiseline

GC i GC-MS analizom etarskih ekstrakata autolizatadetw je prisustvo 29
sastojaka u uzorkeryd-cl, 25 jedinjenja u uzorkeryd-n2 i 20 jedinjenja u uzorku
eryd-k2. Pored uoldiajenih Siroko rasprostranjenih biljnih sekundarniétaiolita, FAD
jedinjenja i terpenoida, u uzorcineayd-cl (cela biljka) ieryd-k2 (koren) detektovan je
nepoznat, isparljivi izotiocijanat sa retencionim indeksom (RI) od 1401 jedinice (vrh
Sirokog pika). Intenzivni molekulski jon mas®&z 145 i fragmentni joni karakterigtii
za izotiocijanatnu grupu u masenom spektru ovog jedinjenja (Prilog 9.23) upucuju na to
da bi taj molekul mogao biti degradacioni proizvod glukozinolata. Jonva&®9, 72 i
86 mogu se pripisati HNCSCH,NCS' odnosno CHCH,NCS' katjonima. Fragmentni
jon sam/z vrednogu M*-45 moze da nastane gubitkom karboksilne grupe, $to zajedno
sa oblikom pika u hromatogramtai{ing) ukazuje na to da nepoznato jedinjenje moze
biti 4-izotiocijanatobutanska kiselind 46, Slika 5.2.). Signali u masenom spektru na
m/z 85 1 60 odgovaraju jonima koji nastaju intramolekulskim premesStanjem C4
vodonika na karbonilni kiseonik i raskidanjem C2-C3 veze (McLafferty-evo
premestanje) (Slika 5.1).

100 86 72 58

HOOC NCS

45 59 73 87

Slika 5.1. Levo: 4-izotiocijanatobutanska kiselind56), pretpostavljena struktura neidentifikovane
komponente, detektovane u autolizatu koreha diffusum; desno: MclLafferty-evo premestanje,
fragmentaciona reakcija kojom se mogu objasniti fragmentni joni/zeB5 i 60 u masenom spektru
detektovane komponente (Prilog 9.23)

Inicijalna potvrda identiteta pretpostavljene strukture izvrSena je prevodenjem
kiseline u odgovaraju¢i metil-estar, reakcijom autolizata sa diazometa@wom
derivatizacionom reakcijom je jedinjenfes6 u potpunosti esterifikovano u poznato
jedinjenje metil-4-izotiocijanatobutanoatlY7), koje je idetifikovano podenjem
masenog spektra dobijenog jedinjenja sa spektromMiliey-NIST biblioteke masenih
spektara. Sa ciljem dobijanja dodatne potvrde identiteta, kao detreoltine ¢istog
jedinjenja, kiselind 56 je sintetisana polageod 4-aminobutanske kiselin@55) prema
modifikovanoj proceduri Munch-a i sar. (2008) i okarakterisana IR i NMR
spektroskopijom. U IR spektru sintetisanog jedinjenja bila je prisutna traka na 1702 cm
! Kkarakteristina za C=0 vibracije karboksilne grupe. Siroka trak®8-2181 cnl
(dublet) potvduje prisustvo -N=C=S grupe, dok traka na 2936" gtice od apsorpcije
metilenskih C-H veza. UH NMR spektru, kvintet na 1,85, triplet na 2,35 i triplet na
5 3,66 pottu od CH protona na poloZajima C-3, C-2, odnosno C-42*0 NMR se
javlja 5 signala: tri metilenska &° signala sa hemijskim pomeranjima od 25,0, 30,7 i
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44,4 ppm (C-3, C-2 odnosno C-4), slab i Sirok signal ugljenika izotiocijanatne grupe na
0 128,5 i pomeranje atoma ugljenika karboksilne grupe na 173,6 ppm.crigna
autolizat korena vrsté&. diffusum i sintetisano jedinjenjd56 su GC koinjektirani, pri
cemu uvéanje pika o kome je diskutovano je nesumnjivo predgtio potvrdu
identiteta jedinjenja nepoznatog metabolita. Vazno paznje je primetiti da ovo jedinjenje
nije detektovano u autolizatu nadzemnog dela biljke.

Nakon detaljne pretrage naucne literature zaklju¢eno je da jedinjege
predstavlja novi proizvod hidrolize glukozinolata, koji do sada nije detektovan u prirodi,
mada je vé sintetisan (Kricheldorf, 1970). Identifikovana dttwra upucuje na
postojanje 3-karboksipropil-glukozinolata kao prekursora jedinjeijé. Nekoliko
pionirskih istrazivéa je izolovalo/identifikovalo strukturno veoma bkzglukozinolat
iz odreienog broja krucifera (od kojih ¥ima pripada rodiErysimum). Naime, Kjeer i
Gmelin (1957) su iz semena biljne vr&igysimum odoratum izolovali glukozinolat koji
su identifikovali kao 3-metoksikarbonilpropil-glukozinolat i nazvali glukoeripestrin (u
navedenom radu je ispitivana vr&aodoratum zbog pogresne botatkie determinacije,
smatrana zaE. rupestre (Chisholm, 1973)). U istom radu je navedeno da semena
nekoliko vrsta rodaEryssmum — E. ochroleucum, E. pumilum i E. rupestre f.
aurantiacum sadrze isti glukozid. Nekoliko godina kasnije, Chisholm je ponovo
izolovao glukoeripestrin po prvi put ovoga puta iz vilSteupestre i istrazivao njegovu
biosintezu (Chisholm, 1973). Metil-estar 4-izotiocijanatobutanske kiseline je takode
detektovan kod vrstBiplotaxis tenuifolia i Eruca sativa od strane Schliter-a i Gmelin-

a (1972) i vrstd. harra od strane Hashem-a i Saleh-a (1999). U ispitivanju distribucije
glukozinolata kod 51 vrste krucifera, Al-Shehbaz i Al-Shammary (1987) su utvrdili
prisustvo pomenutog metil-estra kod due @ucherianum i E. filifolium) od cetiri
ispitivane vrste rod&rysimum. Autori, takode, istiu¢i prisustvo (u ispitaninkrysimum
vrstama) nepoznatog jedinjenja sa karakteristikama izotiocijanata i znatno manjom R
vrednosu (papirna hromatografija) njegove tiouree od bitgekpoznate, i da veruju da

bi to mogao biti novi glukozinolat, odnosno derivat/hidrolizat novog glukozinolata.

Pazljivim razmatranjem primenjivane metodologije za izolovanje/identifikaciju
glukozinolata ili njihovih degradacionih proizvoda od strane gore navedenih isti@aziva
moze se videti da se u ovim postupcima koristi vrué/kljucali metanol, dinive
ducajeva, za inaktivaciju mirozinaze u koraku koji pdi ekstrakciji intaktnih
molekula glukozinolata (ISO 9167-1:1992; Elliott & Stowe, 1971; Kjeer & Schuster,
1973; Daxenbichler et al., 1980; Al-Gendy & Lockwood, 2003). Mogst da moze da
dode do esterifikacije (ili transesterifikacije) u kljucalom metanolu u toku postupka
ekstrakcije je vé zabelezena (Elliott & Stowe, 1971). Na osnovu ax@paZzanja, sa
ciliem ispitivanja mogukosti artefaktskog nastajanja jedinjedfa/ (ili odgovarajuég
glukozinolata) iz jedinjenjd 56 (ili odgovaraju¢eg glukozinolata), ponovljena je analiza
korena vrsteE. diffusum prema modifikovanoj proceduri (pogledati odeljak 4.1.4.).
Modifikacija se sastojala u prethodnoj inaktivaciji endogene mirozinaze pomocéu
klju¢alog metanola u toku 10 minuta u jednom delu biljnogterijala. Nakon
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uparavanja metanola, biljni materijal je pomeSan sa istongiko svezeg biljnog
materijala koji nije tretiran metanolom (izvor mirozinaze) i podvrgnut autolizi prema
standardnoj proceduri (Raduléwet al., 2008). Pri ovim uslovima, koji su u poc¢etnom
delu prate metodologiju publikacija iz literature za ekstrakciju intaktnih glukozinolata, u
hromatogramu je u@h (detektovan) pik odgovarajuceg metil-estra (procena je da su
povrSine ispod pikova jedinjenjgs6 i 157 (metil-estar jedinjenja56) priblizno iste u
dobijenom TIC hromatogramu, Slika 5.2).

TIC Hromatogram autolizata korena vrste E. diffusum
12.14

2E+05+

1E+05+

Intenzitet

50000

~ »L_,_Mg\
O__N—-M———_MW
: S
26 28 30

4 6 8 10 12 14 16 18 22 24
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Metil-4-izotiocijanatobutanoat (RT=12,14 min, RI=1285) 4-|zotiocijanatobutanska kiselina (RT=14,91 min, RI=1401)
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Slika 5.2. TIC Hromatogram autolizata korenA. diffusum dobijen po modifikovanoj proceduri
(modifikacija se sastoji u prethodnoj deltmoj inaktivaciji endogene mirozinaze u jednom delu biljnog
materijala poméu klju¢alog metanola) (gore) i maseni spektri i strukture pravog proizvoda autolize 4-
izotiocijanatobutanske kiselind36, dole desno) i artefakta metil-estra pomenutog jedinjenja formiranog
u toku izolovanja 157, dole levo).

Uzimaju¢i u obzir icinjenicu da metil-4-izotiocijanatobutanoat nije detean u
autolizatu dobijenom po standardnoj proceduri (bez &enig kljucalog metanola radi
inaktivacije mirozinaze), moze se zakljuciti da su pomenuti metil-estar i odgovarajuci
glukozinolat verovatno artefakti izolovanja, a nastali esterifikacijom u toku operacija
koje ukljucuju upotrebu kljucalog metanola. Prisustvo jedinjeBj@ i nekim Erysimum
vrstama je mozda nagoveSteno od strane Al-Shehbaz-a i Al-Shammary-ja (1987) —
nepoznati izotiocijanat sa malom ®ednogu na papirnom hromatogramu autolizata
vrstaE. aucherianum i E. filifolium, koji se javlja zajedno sa metil-estrom ove kiseline.
Jedine argumente u korist jedinjerfj&a7 i njegovog glukozinolata pruza biosintetska
studija sprovedena od strane Chisholm-a (1973). danwstalog, u ovoj studiji se
navodi da metil-grupa ovih estara getiod metionina (7,9% ukupne inkorporacif€

koji potice iz metionina), t.j. da se metil-grupa ne inkorporu molekule u toku
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ekstrakcije (treba naglasiti da iako su za ispitivanje biosinteze¢koaSizotopski
markirana'“C jedinjenja, izolovanje glukozinolata je vr§eno procedurom koja ukljucuje
ekstrakciju kljualim metanolom). Ove biosintetski vazne eksperimérgba ponoviti
pri ¢emu u koraku izolovanja izotiocijanata treba Zhgotrebu metanola.

Metil-estar jedinjenjal56 zajedno sa etil-estrom, pominje se u radovima
Pivnick-a i sar. (1991, 1992). Istrazivanje se odnosi na atraktantno dejstvo ovih
jedinjenja, pojedinéno ili u smesi, na insektéhyllotreta vrste iNysius niger (Pivnick
et al., 1991; Pivnick et al., 1992). Etil-estar kéei§ u ovom istraZivanju sintetisan je u
prvom navratu slu¢ajno, pa zatim sa namerno, jer jelaho da deluje priviao zaN.
niger, dok metil-estar nije aktivan u tom smislu. JoS jednom treba napomenuti da su u
pitanju sintetisana, a ne prirodna jedinjenja.

5.2.1.2. Analiza autolizata biljne vrste Hornungia petraea i sinteza izomernih
metoksibenzil-izotiocijanata, tiocijanata i cijanida

GC i GC-MS analizom etarskih ekstrakata autolizata uzoraka Mrgpetraea
(horp-cl i horp-c2), prikupljenih sa dva lokaliteta, identifikovano je prisustvo 29,
odnosno 18 sastojaka autolizata. Pored sveprisutnih biljnih sekundarnih metabolita
(FAD jedinjenja i terpenoidi) u oba uzorka je detektovano viSe degradacionih proizvoda
glukozinolata (aromatni izotiocijanati i nitrili).

Vec je napisano (Odeljak 5.1.1) da izomerna jedinjésto poseduju veoma
di¢ne masene spektre (u ovom slucaju poloZzagni ifr i p-) i funkcionalni (-NCS i
—SCN) izomeri  (monometoksi)benzil-(izo)tiocijanata i  poloZajni  izomeri
monometoksifenilacetonitrila). Drugim diena, maseni spektri pruzaju nedovoljno
informacija za pouzdano razlikovanje izomera i uspesnu identifikaciju, pa je iz tog
razloga neophodno utvrditi, tj. potvrditi identitet jedinjenja ki&gi§em nekog
ortogonalnog seta podataka — npr. pergem linearnih retencionih indeksa sa
literaturnim podacima. Miitim, u literaturi, retencionih indeksa za konkretne
degradacione proizvode glukoznolatadizpetraea nije bilo, tako da je, u ovom sluc¢aju,
bilo neophodno izvrSiti sintezu nesupstituisanih, zatm m- i p-metoksi-benzil-
tiocijanata, izotiocijanata i cijanida (Sema 5.2), GC ko-injektirati sintetisana jedinjenja
sa ispitivanim autolizatima i na osnovu péarja povrSine pikova utvrditi sa
sigurno%u identitet jedinjenja.

Kao polazna jedinjenja za sintezu (Sema 5.2) izotiocijat@2a—bkorisceni su
2-, odnosno 3-hidroksibenzaldehitba—h, koji su u prvom koraku sinteze metilovani
koris¢enjem metil-jodida po metodi Leardini-ja i sar. (2D0dajuc¢i odgovarajuce metil-
etre. Dobijeni metoksi-benzaldehidif9a—-b prevedeni su u odgovarép aldoksime
primenom ,solvent free” reakcije (Vudevic et al., 2006). Zatim je izvrSena redukcija
oksima 160a—b pomoc¢u cinka u 5%-tnom vodenom rastvoru natrijum-hiditkspri
¢emu su dobijeni amini6la—b (Tsukinoki et al., 1998). Sledei poslednji korak u
sintezi izotiocijanata je reakcija amina 161a—d (jedinjenja 161c—d nisu sintetisana jer su
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Sema 5.2 Sinteza nesupstituisanih i monometoksibenzil-izotiocijank24—g tiocijanata {66a—g i cijanida (Ll67a—¢. (i) O-Metilovanje fenola: Chl, K,CO;, DMF,
st, 24 h; {i) “Solvent free” sinteza aldoksima: NEIHHCI, NaOH, st, 1 h;i{i) Redukcija aldoksima: Zn, 5%-tni rastvor NaOH, st, 22\); $inteza izotiocijanata: GS
DCC, CHCI,, st, 6 h; ¢¥) Redukcija aldehida: NaBjianh. EtOH, 0 °C, 100 minyif Dobijanje benzil-hlorida (Appel-ova reakcija): #Ph CCl, refluks, 1 h; ¥ii)
Hlormetilovanje anizola: HCI, paraformaldehidsHg, 30 °C, 1 h;\{ii) Sinteza tiocijanata: KSCN, DMF, st, 4 i%)(Sinteza nitrila: NaCN, EtOH, refluks, 4 h.
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bila na raspolaganju) i ugljen-disulfida d94,N-dicikloheksilkarbodiimidom kao
dehidrosulfurizacionim sredstvom, prema modifikovanoj metodi Tsogoeva-e i sar.
(2005), pricemu se dobijaju ciljni izotiocijanati62a—d Naime, deprotonovanjem
adukta 168 formiranog u reakciji amina i ugljen-disulfida pomo¢u DCC-a dobija se
karbamoditioatl69. Nukleofilnim napadom jedinjenjg69 nasp-hibridizovani ugljenik
protonovanog molekula DCC-a nastaje intermedijer, koji zatim daje izotiocijanat i
dicikloheksiltioureu (Sema 5.3).

K [l |+ _
R—NH, ¢ —= R—N—CS, 169

Il H \
=) 168 R—“—Cg)
: SWNe
R—N=C=S§ + JJ\ - H/Ng/;:_\ﬁ y
NN Ny

C—N
// \
S/ R

Sema 5.3.Pretpostavljeni mehanizam sinteze izotiocijanata reakcijom amina sa DCC-om i ugljen-
disulfidom.

Tok svih reakcija je pkgen hromatografijom na tankom sloju, dok¢jstoéa i identitet
svih sintetisanih méuproizvoda i konénih proizvoda potwten na osnovu IR spektara i
GC-MS analizom (Prilozi 9.46-9.51).

Aril-tiocijanati 166a—di -cijanidi 167a—dsu sintetisani iz odgovarajucih benzil-
halogenida, s obzirom da su isti vrlo reaktivni i lako stupaju u reakciju sa nukleofilima
(tiocijanatni i cijanidni-jon). U reakciji benzil-hlorida i kalijum-rodanida na sobnoj
temperaturi u DMF u toku 4 sata dobijeni su tiocijad&®a—dkao proizvodi kinetiki
kontrolisane reakcije, dok su benzil-cijanith7a—d dobijeni u reakciji aril-hloridasa
natrijum-cijanidom u smesi voda/etanol refluktovanjem u toku 4 sata.

Benzil-hloridi 165a—bsu dobijeni redukcijom aldehideb9a—b prema poznatoj
proceduri (reakcija sa natrijum-borhidridom u apsoluthom etanolu), a zatim
nukleofilnom supstitucijom dobijenih benzil-alkohol63a—b u reakciji sa trifenil-
fosfinom i ugljendisulfidom (Appel-ova reakcija). p-Metoksibenzil-hlorit6%qg je
sintetisan hlormetilovanjem anizola64) (Mdller et al., 1951; jedinjenE65d, benzil-
hlorid, je komercijalno dostupno). Tok svih reakcija je ¢pra hromatografijom na
tankom sloju, dok jetisto¢a i identitet svih sintetisanih @hgproizvoda i konénih
proizvoda, takode, potden na osnovu tundanja IR spektara i GC-MS analizom.
Jedinjenjel66b se moze smatrati potpuno novom strukturom, s obzirom da detaljnom
pretragom natne literature nisu prodani nikakvi podaci o ovom jedinjenju.

- 159 -



Rezultati i diskusija

_ R*brzo, ks _ _ - R"sporo, ky
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Sema 5.4 Nukleofilna supstitucija tiocijanatnim, odnosno cijanidnim jonom. Megsu dva proizvoda:

tiocijanati i izotiocijanati, odnosno izonitrili i nitrili.

Aril-halogenidi veoma lako stupaju u reakcije nukleofilne supstitucije, u nasem slu¢aju

sa tiocijanatnim-jonima iz kalijum-rodanida i cijanidnim-jonima iz natrijum-cijanida.

Tiocijanatni i cijanidni joni reaguju sa elektrofilom®Rli R—L (gde je L odlazéa

grupa), i u zavisnosti od prirode elektrofila i reakcionih uslova, u opStem slucaju, po dva
moguéa mehanizma @ i $2) pri cemu

Reakninna smega na nodetln reakeiie (1= 0mim 5@ mOgu dobiti dva proizvoda: tiocijanati i

izotiocijanati, odnosno izonitrili i nitrili
(Sema 5.4).

U reakciji benzil-hlorida i kalijum-
rodanida dobijeni su tiocijanati kao
s oo s ato ans proizvo?i brze, kinetki kontrolisane
Retenciono vreme (min) reakcije. lzotiocijanati su proizvodi
termodinamiki kontrolisane reakcije (f&
C-N u odnosu na C-S vezu) i nastaju
izomerizacijom tiocijanata brzinom koja
zavisi od prirode elektrofila i reakcionih
uslova. Izomerizacija tiocijanata moze biti
inicirana prisustvom tiocijanatnog jona
5 150 195 200 205 (Fava et al., 1965), zagrevanjem (Smith &
Retenciono vreme (min) Emerson, 1960), fotoliki (Parks &
Spurlock, 1973; Lex et al, 2006),
kataliticki (metalne soli, kao Sto su
kadmijum-jodid, cink-hlorid, zatim jake
kiseline; Gillis, 1920; Schmidt et al., 1930)
itd. Za ovu reakciju je predlozen niz
mehanizama (Smith & Emerson, 1960).

Reakcinna ameaé&a nnsle 30 min adinravania reakeiie

Reakecinna ameda nocla 9N min odiaravania reakceiie

| T | T T T | T T T

185 18 e vremaioiny Radi dodatne potvrde strukture
Slika 5.3. Termalna izomerizacija smeé_dObijenlh . tiocjanata I__ IZOFIOC”anata’
tiocijanata 166a,c u izotiocijanate 167a,c izvrSena je transformacija, tj. termalna

166c1676=90:10; t=30 min, 166al67a52:48 ’

166c167¢=12:88; t=90 min, 166al67a=2:98 izotiocijanate 167a,c Reakcija je vrSena
166c1676-4:96. zagrevanjem tiocijanata u DMF-u na

" Eksperimentalno je utdeno da sekg/ky odnos (Slika 5.6) ki@ u opsegu od £0do 16 kod reakcija §2 tipa
(Tonellato & Levorato, 1969; Fava et al., 1965) i od 2 do 10 kddr8akcija (lliceto et al., 1961; Fava et al., 1965;
Ceccon et al., 1969; Cannell & Taft, 1956; White & Li; 1992; Lewis & Cooper, 1962; Tonellato, 1969), Sto je i
mogute objasniti na osnovu HSAB principa (Pearson, 1997).
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temperaturi refluksa, a tok reakcije je ¢@a

N K'n=c~ pomoéu GC-MS. Nakon 90 minuta
)S o Il . |z| refluktovanja reakcione smeSe, reakcija
C/S_Hg L ‘ L izomerizacije u odgovarajuce izotiocijanate je
N AITC=N gkoro kvantitativna (Slika 5.3).
Slika 5.4. Nukleofilni reagensi u sintezi Poznato je da su tiocijanatni i cijanidni

(izo)tiocijanata i nitrila,ziva(ll)-tiocijanat,  joni ambidentni, tj. nukleofilni su na oba kraja.
Egﬁrijum'rp danid, alijum-rodanid, Nastajanje tiocijanata kao proizvoda Kikikti
jum-cijanid i srebro(l)-cijanid
kontrolisane reakcije donekle se moze

objasniti Pearson-ovim principom tvrdih/mekih kiselina i baarg.(hard soft acid base
(HSAB); Pearson, 1997). Naime, prema HSAB principu, sumpor, kao meki nukleofil
ambidentnog tiocijanatnog jona, trebalo bi da bude reaktivniji prema mekim
elektrofilima benzil-halogenidima od azota (tvrdi nukleofil) (Buckley et al., 1994), tj. po
ovom principu tiocijanati su glavni proizvod kingi kontrolisane reakcije Sto i jeste
ducaj. Intermedijerni karb-katjon nastao iz benzil-ilder, kao meki elektrofil
(rezonantna delokalizacija negativne $ar#iesam halogenid u & reakciji gradi vezu
sa sumporom tiocijanatnog johaNastajanje tiocijanata kao glavnog proizvoda
kineticki kontrolisane reakcije delifino se moze objasniti i malim promenama u duZini
veza i reorganizaciji tiocijanatnog-jona prilikom dgemja C-S veze kod formiranja
tiocijanata u poréenju sa izotiocijanatima (Fleming, 2009). ViSe imh@cija se moze
naci u publikaciji Loos-a i sar. (2003).

| poredcinjenice da je sumpor veoma dobar nukleofil, supsijé tiocijanatom
alkil-halogenida se moze usmeriti u pravcudgrga C—N veze (izotiocijanati) izborom
pogodnog nukleofilnog reagensa kojim je favorizovan nukleofilni napad azota
tiocijanatnog jona. Kori&njem natrijum- ili kalijum-rodanida dobijaju se ligKivo
tiocijanati kao proizvod kinetki kontrolisane reakcijé meiutim, upotrebom reagenasa
kod kojih je veza anjona i katjona, makar dedinu, kovalentnog tipa (npr. Ziva(ll)-
tiocijanat, Zziva(l)-tiocijanat, bakat(ll)-tiocijanat itd.), proizvod reakcije jecegje
smesSa oba izomera, npr. u reakciji benzil-hlorida sa Ziva(ll)-tiocijanatom na 30-34 °C u
toku 2,5 ¢asa dobija se iskljucivo izotiocijanat, dok se u reakciji istog supstata
kalijum-rodanidom na 30-32 °C u toku O,@&sova dobija iskljucivo tiocijanat
(Watanabe et al., 1974).

Cijanidni joni reaguju sa mekim alkil-halogenidima pgSnehanizmu i karb-
katjonima (tvdi elektrofili) po Sy1 mehanizmu dajuci, skoro uvek, nitrile, koji su
termodinamiki favorizovani. U pojedinim slu¢ajevima, kao Sto je reakcija halogenida
sa srebro-cijanidom dobijaju se izonitrili (Slika 5.4). Ovo se moze objasniti postojanjem

T Osim $to rezonantni efekat favorizuje odvijanje reakcije ylorBehanizmu, ovaj efekaini Sy2 reakciju brzom, pa se mozeire

da se ova reakcija odigrava meSanim mehanizmom.

¥ Sumpor ambidentnog tiocijanatnog jona je 1000 puta nukleofilniji, tj. reaktivniji prema benzil-halogenidima od azota (Schiavon,
1962; Buckley & Oppenheimer, 1994)

$ Veza izméu natrijuma, odnosno kalijuma i tiocijanatnog jona je jonskog tipa. Natrijum- i kalijum-rodanid grade ortonombi
kristalnu reSetku, gde je Ngon oktahedralno okruzen sa po tri atoma azota i sumpora, a tiocijanatni-jon skoro linearan (178,3°)
(van Rooyen & Boeyens, 1975; Blaschko et al., 1991).
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koordinativhe veze iznael atoma srebra i ugljenikaneci azot nukleofilnijim (ugljenik
maskiranim), dok u skaju kalijum-cijanida, atom kalijuma nije kovalentrezan za
CN omoguéavajuéi nukleofilni napad ugljenika cijanidnog-jona (Seb).

Sintetisani izotiocijanati, tiocijanati i cijanidi su GC koinjektirani sa autolizatom
vrste H. petraea, pri cemu je uvéanje nekih pikova degradacionih proizvoda
glukozinolata nesumnjivo predstavljalo potvrdu identiteta posmatranih jedinjenja. U
autolizatu vrsteH. petraea su, dakle, prisutni fenilacetonitril§7d), benzil-izotiocijanat
(162d), 3-metoksifenilacetonitril 67b), 3-metoksibenzil-izotiocijanat162b) i 4-
metoksibenzil-izotiocijanatl629. Pored ovih detektovani su izomerni hidroksibenzil-
izotiocijanat i cijanid sa neodtenim poloZzajem na benzenovom jezgru. ldentifikovani
degradacioni proizvodi glukozinolata upuc¢uju na glukotropaeolid, (benzil-
glukozinolat), glukolimnantin45, 3-metoksibenzil-glukozinolat) i glukoaubrietifh6(
4-metoksibenzil-glukozinolat) kao prekursore identifikovanih jedinjeh@@2b—d i
167b,d

Ispitivanjem vrsteHutchinsia alpina (Tabela 3.4), taksonu srodnom ispitivanoj
vrsti H. petraea, utvdreno je prisustvo benzil- (glukotropaeolid,), 3-hidroksibenzil-
(glukolepigramin, 22), 4-hidroksibenzil- ((gluko)sinalbin23), 2-metoksibenzil- i 3-
metoksibenzil-glukozinolata (glukolimnantidb) (Bennett et al., 2004). Isti autori su
odredili glukozinolatni profil véeg broja biljnih vrsta, preemu su uocili grupisanje
ispitanih biljaka prema sadrzaju glukozinolata na grupe koje sadrze (i)cakfati
glukozinolate kraih ugljovodonénih lanaca i lance srednje duzine, (i) aldag
glukozinolate sa dugim lancima, (iii) proste arortyadi i (iv) viSestruko supsituisane
aromatitne glukozinolate. Prema ovoj podeli alpina i H. petraea se mogu svrstati u
grupu sa prostim aromatim glukozinolatima, s obzirom da obe vrste sadrze
glukozinolate skne strukture. Stnost glukozinolatnog profila ova dva taksona
podrzava predlog Appel-a i Al-Shehbaz-a (1997) da seHutthinsia (=Pritzelago)
redukuje na sinoninMornungia, tj. da se vrstaddutchinsia alpina tretira kao vrsta roda
Hornungia.

5.2.2. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST SINTETISANOG JEDINJENJA , POTENCIJALNOG
PROIZVODA HIDROLIZE GLUKOZINOLATA VRSTE  E. DIFFUSUM

Od ranije je poznato da izotiocijanati ispoljavaju antimikrobno dejstvo (Odeljak
3.3.5; (Drobnica et al., 1967; Iwu et al., 1991; Delaquis & Sholberg, 1997). Imajuéi ovo
u vidu, u cilju utvdivanja mogude bioloSke uloge identifikovanog jedinjenja, testaa
je in vitro antimikrobna aktivnost novog izotiocijanata (4-izotiocijanatobutanska
kiselina) mikrodilucionom metodom protiv 13 patogenih bakterijskih sojeva i jednog
fungalnog mikroorganizma. Rezultati testiranja su dati u Tabeli 5.9. Testirano
jedinjenje je pokazalo izrazitu antimikrobnu aktivnost u intervalu vrednosti 10-220

bakterijski soj je bio veoma vazan ljudski patogéh aureus ATCC 6538
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(MIC=MBC=10 ng/ml). Pseudomonas aeruginosa (Gram-negativha bakterija) je
pokazala znatnu otpornost na jedinje@fgs (MIC=430ug/ml i MBC=1175 ug/ml).
Dejstvo testiranog jedinjenja na gljivict. albicans je narocito jako, sa vrednas od

20 ug/ml za inhibitorno i fungicidno dejstvo (MFC nidta iznosi 6,25.g/ml). Prema
rezultatima nekih istrazivanja koja se bave mehanizmom dejstva alilnih izotiocijanata,
vrlo je verovatno da ova jedinjenja imaju viSestruko antimikrobno dejstvo, s obzirom da
uzrokuju enzimsku inhibiciju i oséenjacelijskih membrana (Lin et al., 2000; Luciano

et al., 2008). Téan modus operandi i dodatno bioloSko testiranje ovog izotiocijanata
tek treba ispitati/izvrSiti. U ekoloSkom smislu, na osnovu neselektivne i izrazene
antimikrobne aktivnosti i lokalizacije u biljci (koren koji je najizlozeniji dejstvu
mikroba) moze se ée da ovo jedinjenje predstavlja prvu liniju odbrab#jke od
napada patogenih mikroorganizama.

Tabela 5.9. Antimikrobna aktivnost izotiocijanatobutanske kiseline — minimalne
inhibitorne (MIC) i minimalne baktericidne/fungicidne koncentracije (MBC/MFC)

Bakterijski soi MIC MBC/MFC Tetraciklin
mg/mi pg/mi
Gram-negativni
E.coli (klini¢ki izolat) 0,110 0,430 0,195
E.coli (izolat iz hrane) 0,220 0,430 1,562
E.coli ATCC 8739 0,220 0,220 1,562
K. pneumoniae ATCC 10031 0,050 0,110 0,390
K. pneumoniae (klini¢ki izolat) 0,220 0,220 0,390
P. aeruginosa ATCC 9027 0,430 1,175 1,562
S enterica ATCC 13076 0,220 0,220 0,195
Gram-pozitivni
M. flavus ATCC 10240 0,110 0,220 0,195
B. cereus (izolat iz hrane) 0,050 0,050 0,195
S. aureus (klini¢ki izolat) 0,050 0,110 0,098
S aureus ATCC 6538 0,010 0,010 0,098
S. aureus (izolat iz hrane) 0,050 0,220 0,098
S lutea (izolat iz hrane) 0,010 0,010 0,390
Fungalni soj Nistatin
C. albicans ATCC 10231 0,020 0,020 6,250
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Izvod

Fitohemijskim i mikrobioloSkim ispitivanjem odabranih vrsta familije
Geraniaceae - Geranium macrorrhizum, Geranium sanguineum, Geranium
robertianum, Geranium columbinum, Geranium lucidum, Geranium purpureum,
Geranium phaeum, Erodium absinthoides, Erodium ciconium i Erodium cicutarium i
familije Brassicaceae Erysimum diffusum i Hornungia petraea, dobijeni su slede
rezultati:

* |zolovanjem i detaljnom analizom hemijskog sastava etarskih ulja rizoma i nadzemnih
delova vrste G. macrorrhizum identifikovano je ukupno 283 sastojka. Glavne
komponente ispitivanih ulja su germakron (nadzemni deo, 49, B3¥vajen (rizom,
49,2%). Udene su znamjne razlike u hemijskom sastavu ulja izolovanih iz
pomenutih delova biljke. Ispitana je antimikrobna aktivnost,cpmu je uoc¢eno da
testirana ulja ispoljavaju veoma izrazeno i selektivno antibakterijsko dejstvo prema
Bacillus subtilis, sa MIC vredno& reda veltine 1 pg/ml. Daljim testiranjem je
utvrdeno da germakron nije jedini nosilac antibakterigskiejstva testiranih ulja.
Takode, predlozena je biosintetska Sema seskviterpemqidatnih u ovoj biljnoj
vrsti, kojom su dovedene u vezu seskviterpenske strukture gvajanskogjdipa
biosinteza dominantna u rizomu i seskviterpenske strukture germakranskéigatjpa
biosinteza aktivnija u nadzemnom delu ove biljne vrste.

 [zolovanjem i detaljnom analizom hemijskog sastava etarskih ulja W&sta
sanguineum i G. robertianum identifikovano je 304 sastojka. Glavne komponente ulja
vrste G. sanguineum su heksadekanska kiselina (9,6%), heksahidrofarnezil-aceton
(9,4%) i fenilacetaldehid (7,1%). Najzastupljenija jedinjenja u etarskom ulju
izolovanom iz vrsteG. robertianum su heksadekanska kiselina (16,6% u ulju
nadzemnom dela i 45,3% u ulju iz korena), pentakozan (28,5% u ulju iz korena),
heksahidrofarnezil-aceton (6,5% u ulju nadzemnog dela) i kariofilen-oksid (5,4% u
ulju nadzemnog dela). Testiranje antimikrobne aktivnosti je pokazalo da je etarsko
ulje vrste G. robertianum jako aktivno premaEscherichia coli i Aspergillus
mikroorganizmina etarsko ulje vrst&. sanguineum. Isparljivi sekundarni metaboliti
biljne vrsteG. sanguineum nisu ispitani, dok je za vrstG. robertianum publikovan
samo jednom rad koje se odnosi na ispitivanje etarskog ulja izolovanog iz hadzemnih
delova ove vrste.

* GC i GC-MS analizom etarskih ulja izolovanih iz vr€sa columbinum (nadzemni
delovi i koren) iG. lucidum identifikovano je ukupno 184 jedinjenja, odnosno
88,2-96,7% ukupnog ulja. Masne kiseline i jedinjenja nastala metabolizmom masnih
kiselina dominiraju u ta tri ispitana ulja (65865;3%), za kojima sledéerivati
karotenoida (5,532,1%) i terpenoidi (6.6:2.5%). Najzastupljeniji sastojci su
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heksadekanska i tetradekanska Kkiselina, heksahidrofarnezil-aceton i tetrakozan.
Rezultati testiranja antimikrobne aktivnosti su pokazali jaku aktivnost etarskog ulja iz
nadzemnih delova vrst&. columbinum prema gljivici C. albicans (MIC=0,437,
MBC=1,75 mg/ml). U nauc¢noj literaturi nema podataka o ispitivanju etanskah

vrsta G. columbinumi G. lucidum.

Detaljnom analizom etarskog ulja vr<ge purpureum identifikovano je 68 jedinjenja

sa udelom od 92,2%, dok je u etarskim uljima nadzemnih delova i rizomplzaeum
idetifikovano, redom, 94, 68 i 25 sastojaka, odnosno 96,2%, 93,5% i 94,6% ukupnog
ulja. Ulja se pretezno sastoje od FAD jedinjenja sa udelom 45,4-81,3%. Etarsko ulje
vrsteG. purpureum veoma je siromasno terpenoidima sa svega 0,3%. Ukupan sadrzaj
terpenoida u uzorcima vrst8. phaeum iznosio 2,6-31,8%. Etarsko ulje vrs&
purpureum nije ispitano, dok je za vrst3. phaeum publikovan samo jednom rad koje

se odnosi na ispitivanje etarskog ulja izolovanog iz nadzemnih delova ove vrste.

GC-MS analizom etarskih ulja izolovanih iz tri uzorka vrdke cicutarium
identifikovano je 162, 134, odnosno 99 sastojaka, sa udelom od 97,7%, 91,6%
odnosno 88,5% od ukupno detektovanih jedinjenja. Sva tri uzorka karakteriSe visok
sadrzaj FAD jedinjenja (51,3-63,8%) i nizak sadrzaj terpenoidnih struktura (13,1-
14,9%) sa dominantnim oksigenovanim seskvi- i diterpenoidima. Glavni sastojci
etarskih ulja sva tri uzorka su heksadekanska kiselina, heksahidrofarnezil-aceton i
pentakozan.

U etarskih uljima vrstaEro. ciconium i Ero. absinthoides identifikovano je 107,
odnosno 79 jedinjenja (92,8%, odnosno 91,0% ukupnog ulja). U etarskom ulju vrste
E. ciconium sadrzaj FAD, CDC i TER jedinjenja je desobno uporediv (34,0%,
24,9%, odnosno 31,7%). Glavni sastojci su heksahidrofarnezil-aceton (9,9 %),
kariofilen-oksid (9,6 %), heksadekanska kiselina (8,7 %) i neofitadien (izomer 2)
(8,5%). Terpenoidi, taije seskviterpenoidi predstavljaju dominantnu grupu
jedinjenja u etarskom ulju vrste absinthoides (49,3%, odnosno 47,9%). Germakren

B (8,9%), kariofilen-oksid (8.4%), heksahidrofarnezil-aceton (8.3%kariofilen
(7,5%) su glavna jedinjenja etarskalja vrsteE. absinthoides. Isparljivi sekundarni
metaboliti taksona rodi&rodium ispitani su samo u sluc¢aju vrsterBoschatum.

Rezultati testiranja antimikrobne aktivnosti etarskih ulja ispitivaaibdium vrsta
pokazuju antibakterijsku aktivnost srednjeg intenziteta i relativno jaku antifungalnu
aktivnost. OtpornosKlebsiella pneumoniae je najizrazenija, dok j8acillus subtilis

GC-MS analizom autolizata vrst&ysimum diffusum detektovan je, a daljim radom
identifikovan i spektralno okarakterisan novi degradacioni proizvod glukozinelata
4-izotiocijanatobutanska kiselina. Dugo se verovalo da je metil-estar ove kiseline
degradacioni proizvod glukozinolata, duwim, pokazano je da je to jedinjenje
najverovatnije artefakt koji nastaje u postupku obrade biljnog materijala i izolovanja.
Testirana je antimikrobna aktivnost novog izotiocijanata, 4-izotiocijanatobutanske
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kiseline, pricemu je testirano jedinjenje pokazalo izrazitu arkinoibnu aktivnost u
intervalu vrednosti 10-22Qg/ml za inhibitorno i 10-117fg/ml za mikrobicidalno

dejstvo. Najosetljiviji bakterijski soj je bio veoma vazan ljudski patogen
Saphylococcus aureus ATCC 6538 (MIC=MBC=10 g/ml).

GC-MS analizom etarskih ekstrakata autolizata vidtenungia petraea, uzoraka
prikupljenih sa dva lokaliteta, utdeno je prisustvo 29, odnosno 18 sastojaka. Pored
sveprisutnih biljnih sekundarnin metabolita (FAD jedinjenja i terpenoidi) u oba
uzorka je detektovano nekoliko jedinjenja (arowratiizotiocijanati i nitrili) kao
mogucih proizvoda dejstva endogene mirozinaze na glukéai| u tkivu ove vrste.
lzvrSena je sinteza niza jedinjenja (12 izotiocijanata, tiocijanata i nitrila, ukupno) za
koje se pretpostavilo da bi mogli da budu gore pomenuti metaboliti. Struktura
sintetisanih jedinjenja je potdena GC-MS analizom i IR spektroskopijom.
Sintetisana jedinjenja su GC koinjektirana sa autolizatima radi nedvosmislene
identifikacije komponenata detektovanih u autolizatu. Identifikacija fenilacetonitrila,
benzil-izotiocijanata, 3-metoksifenilacetonitrila, 3-metoksibenzil-izotiocijanata i 4-
metoksibenzil-izotiocijanata upucuje na glukotropaeolin (benzil-glukozinolat),
glukolimnantin (3-metoksibenzil-glukozinolat) i glukoaubrietin (4-metoksibenzil-
glukozinolat) kao prekursore identifikovanih jedinjenja.
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Presented below are the results of the phytochemical investigation and
antimicrobial assays, carried out on selected plant species belonging to Geraniaceae
family — Geranium macrorrhizum, Geranium sanguineum, Geranium robertianum,
Geranium columbinum, Geranium lucidum, Geranium pur pureum, Geranium phaeum,

Erodium absinthoides, Erodium ciconium and Erodium cicutarium and Brassicaceae
family — Erysimum diffusumand Hornungia petraea:

A detailed chemical analysis of the aerial parts and rhizome essential oils of Geranium
macrorrhizum resulted in the identification of 283 constituents. The oils consisted
mainly of sesquiterpenoids, the main ones being germacrone (49.7% in the oil from
aerial parts) and-guaiene (49.2% in the rhizome oil). Significant qualitative and
guantitative compositional differences in the oils from the two plant parts were
observed. The essential oils were screened for their antimicrobial activity in disc
diffusion and microdilution assays. The assays pointed out to the very high and
selective activity of the oils againBacillus subtilis having a minimum inhibitory
concentration with the order of value ofugy/ml. Further antimicrobial testing made
possible to determine that germacrone, the major constituent of the oil from aerial
parts, was not the sole agent responsible for the observed activity. Also, putative
biosynthetic pathways mutually connecting the main essential oil constituents
(sesquiterpenoids) were summarized in order to obtain a more general picture
encompassing the differences noted in the rhizome and aerial parts oils — prevailed
formation of the guaiane-type sesquiterpenoids found in rhizome oil, and germacrane-
type sesquiterpenoids found in aerial parts oil of G. macrorrhizum

* A detailed chemical analysis of the essential oilsGefanium sanguineum and
Geranium robertianum (aerial and underground parts) made possible the
identification of 304 components, in total. The main compounda singuineum oil
were hexadecanoic acid (9.6%), hexahydrofarnesyl acetone (9.4%) and
phenylacetaldehyde (7.1%). The most dominant constituents of the ot. of
robertianum were hexadecanoic acid (16.6% and 45.3% for the oils from the aerial
and underground parts, respectively), pentacosane (28.5% in the underground parts),
hexahydrofarnesyl acetone and caryophyllene oxide (6.5% and 5.4% in the aerial parts
of the plant, respectively). The antimicrobial assay showed a strong activity @f the
robertianum oil againstt. coli andA. fumigatus. Micrococcus flavus andA. fumigatus
were the most susceptible strainsGosanguineum oil. To date, there is only one
report regarding@s. robertianum essential oil with respect to its compositional analysis
(and the oil obtained only from the aerial parts of the plant), while in the cd3e of
sanguineum, no previous reports dealing with the chemistry of its volatiles can been
found in the literature.
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« GC and GC-MS analyses of the essential oils Gof columbinum (aerial and
underground parts) an@. lucidum allowed the identification of 184 components,
accounting for 88.296.7% of the detected GC peak areas. The essential oils consisted
mainly of fatty acids and fatty acid derived compounds (6%638%), followed by
carotenoid derived compounds (512-1%) and terpenoids (6.652.5%). The major
compounds of the essentiails were hexadecanoic acid, hexahydrofarnesyl acetone
and tetracosane. The antimicrobial assay showed a strong activity of the oil from
aerial parts of5. columbinum against the pathogenic ye#&talbicans (MIC=0.437,
MBC=1.75 mg/ml). To date, no previous reports dealing with any investigation of the
volatiles of these two species can be found in the literature.

* GC and GC-MS analyses of the essential oiGefanium purpureum resulted in the
identification of 68 constituents (92.2% of total oil), while the analyses of the oils of
G. phaeum (two samples of the aerial parts and one sample of the rhizomes) resulted
in the identification of 94, 68 and 25 components, respectively. All oils consisted
mainly of fatty acids and fatty acid derived compounds (45.4-81.3%). The essential
oils consisted mainly of fatty acids and fatty acid derived compounds @53%),
with hexadecanoic acid (33.5% and 36.1% in the o .gburpureum andG. phaeum,
respectively) andH)-phytol (25.9% in the second oil @. phaeum) as the major
constituents. The oil o6. purpureum was poor in terpenoids with only 0.3% total
percentage of this compounds. The content of terpenoids in the Gilpbdeum was
2.6%, 31.8% and 8.7%, respectively. To date, there is only one report regarding
phaeum essential oil with respect to its compositional analysis (and the oil obtained
only from the aerial parts of the plant). In the casesopurpureum, no previous
reports dealing with the chemistry of its volatiles can been found in the literature.

* GC and GC-MS analyses of tl&odium cicutarium essential oils (three samples)
allowed the identification of 162, 134 and 99 components, accounting for 97.7%,
91.6% and 88.5%, respectively. All three samples were characterized by a high
content of FAD (51.3-63.8%) while terpenoids accounted for 13.1-14.9%, with a
predominance of oxygenated sesqui- and diterpdiiesmain constituents of all three
oils were hexadecanoic acid and hexahydrofarnesyl acetone. The analyses of the
essential oils oE. ciconium andE. absinthoides allowed the identification of 107 and
79 components (92.8% and 91.0% of the total oil), respectively. The content of FAD,
CDC and TER classes, in the oil Bf ciconium were mutually very similar (34.0%,
24.9% and 31.7%, respectivelyfhe main constituents dE. ciconium oil were,
hexahydrofarnesyl acetone (9.9 %), caryophyllene oxide (9.6 %), hexadecanoic acid
(8.7 %), and neophytadiene (isomer 1) (8.5 @¢rmacrene B (8.9 %), caryophyllene
oxide (8.4 %), hexahydrofarnesyl acetone (8.3 %), giovdryophyllene (7.5 %) were
the main compounds @&. absinthoides oil. The essential oils of the thrégodium
speciesvere evaluated for their antimicrobial properties. The antibacterial activity of
the tested oils was a moderate one, while the antifungal activity of all three oils was
relatively high although still much lower than that of the reference antibibhie.
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most susceptible organism wssubtilis, while the most resistant bacterial strain to
the testederodium essential oils wak. pneumoniae. The composition oE. ciconium
andE. absinthoides essential oils have not been studied on any previous occasion. In
the case oE. cicutarium, there is only one report regarding the investigation of leaf
hexane extract.

A GC-MS analysis oErysimum diffusum Ehrh. (Brassicaceae) glucosinolate autolysis
products led to the identification of a new mustard oil constitdent
isothiocyanatobutanoic acid. The identity of the new glucosinolate breakdown
product was confirmed by means of co-injection of the synthetic compound in the GC
with the root autolysate and derivatization reaction to the well known methyl ester.
Methyl ester of this acid was long believed to be a genuine glucosinolate hydrolysis
product but we now provide evidence that it could be an artifact of the isolation
procedure. 4-lsothiocyanatobutanoic acid was assayed for antimicrobial activity and
demonstrated significant inhibitory (10-22/ml) and microbicidal (10-117pg/ml)
activity against important human pathogefmbe most sensitive bacterial strain was
the important human pathoge®, aureus (ATCC 6538), with both MIC and MBC
values of 10 g/ml.

GC and GC-MS analyses of the volatile productslofnungia petraea autolysis (two
samples from different locations) made possible the detection/identification of 29 and
18 components. Along with ubiquitous components of extracts (fatty acids, fatty acid-
derived compounds and terpenoids), several compounds were also detected as the
possible direct products of endogenous myrosinase activity. The synthesis of a
collection of compounds (12 isothiocyanates, thiocyanates and nitriles, in total) that
were believed to possibly be the glucosinolate autolysis products in this case, was
carried out, and the structures of the synthesized compounds were confirmed by GC-
MS analyses and IR spectroscopy. The synthetic compounds were co-injected in the
GC with theH. petraea autolysateswith the aim of an unambiguous identification of

the autolysate components. The identification of phenyl acetonitrile, benzyl
isothiocyanate, 3-methoxyphenyl acetonitrBenethoxybenzyl isothiocyanate and 4-
methoxybenzyl isothiocyanate implies on benzyl- (glucotropaeolin), 3-
methoxybenzyl- (glucolimnantin) and 4-methoxyoxybenzyl- (glucoaubrietin) as the
“mustard oil” precursors.
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Prilozi

9.1. TIC Hromatogram etarskog ulja vrste G. macrorrhizum
(uzorci nadzemnih delova sa oznakorgerm-n)
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Prilozi

9.2. TIC Hromatogram etarskog ulja vrste G. macrorrhizum
(uzorci rizoma sa oznakonmgerm-r)
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Prilozi

9.3. TIC Hromatogram izolovanog germakrona (194)
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Prilozi

9.4. MS spektar germakrona (194)
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Prilozi

9.5. IR spektar germakrona (194)
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Prilozi

9.6. TIC Hromatogram etarskog ulja vrste G. sanguineum
(uzorci cele biljke sa oznakongers-c)
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Prilozi

9.7. TIC Hromatogram etarskog ulja nadzemnih delova vrstés. robetianum
(uzorci nadzemnih delova sa oznakorgerr-n)
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Prilozi

9.8. TIC Hromatogram etarskog ulja korena vrsteG. robetianum

(uzorci korena sa oznakongerr-k)
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Prilozi

9.9. TIC Hromatogram etarskog ulja vrste G. columbinum
(uzorci nadzemnih delova sa oznakorgerc-n)
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Prilozi

9.10. TIC Hromatogram etarskog ulja korena vrsteG. columbinum
(uzorci korena sa oznakongerc-k)
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Prilozi

9.11. TIC Hromatogram etarskog ulja vrsteG. lucidum

(uzorci cele biljke sa oznakongerl-c)
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Prilozi

9.12. TIC Hromatogram etarskog ulja vrsteG. purpureum

(uzorci cele bilike sa oznakongerp-c)
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Prilozi

9.13. TIC Hromatogram etarskog ulja vrsteG. phaeum
(uzorci nadzemnih delova sa oznakorgerph-n1l)
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Prilozi

9.14. TIC Hromatogram etarskog ulja vrsteG. phaeum
(uzorci nadzemnih delova sa oznakorgerph-n2)
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9.15. TIC Hromatogram etarskog ulja vrsteG. phaeum
(uzorci rizoma sa oznakongerph-r2)
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Prilozi

9.16. TIC Hromatogram etarskog ulja vrsteE. cicutarium
(uzorci celih biljaka sa oznakomeroct-cl)
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9.17. TIC Hromatogram etarskog ulja vrsteE. ciconium

(uzorci celih biljaka sa oznakomerocn-c)
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9.18. TIC Hromatogram etarskog ulja vrsteE. absinthoides
(uzorci celih biljaka sa oznakomeroab-c)
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9.19. TIC Hromatogram etarskog ulja vrsteE. cicutarium
(uzorci celih biljaka sa oznakomeroct-c2)
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Prilozi

9.20. TIC Hromatogram etarskog ekstrakta autolizata vrsteE. diffusum
(uzorci celih biljaka sa oznakomeryd-cl)
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9.21. TIC Hromatogram etarskog ekstrakta autolizata vrsteE. diffusum
(uzorci nadzemnih delova sa oznakoraryd-n2)
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9.22. TIC Hromatogram etarskog ekstrakta autolizata vrsteE. diffusum
(uzorci korena sa oznakomneryd-k2)
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9.23. MS spektar 4-izotiocijanatobutanske kiseline (156)
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9.24. TIC Hromatogram autolizata korena E. diffusum(eryd-k2): reakcija
derivatizacije detektovane kiseline 156 u metil-estar 157 u reakciji sa
diazometanom
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9.25. MS spektar metil-estra 4-izotiocijanatobutanske kiseline (157)
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9.26. TIC Hromatogram sintetisane 4-izotiocijanatobutanske kiseline (156)
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9.27. IR spektar sintetisane 4-izotiocijanatobutanske kiseline (156)
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9.28.'"H NMR spektar sintetisane 4-izotiocijanatobutanske kiseline (156)
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9.29.1%C NMR spektar sintetisane 4-izotiocijanatobutanske kiseline (156)
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9.30. TIC Hromatogram koinjekcije sintetisanog jedinjenja 156 sa autolizatom
korena E. diffusum
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9.31. TIC Hromatogram autolizata korenaE. diffusum dobijenog po
modifikovanoj proceduri
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9.32. TIC Hromatogram etarskog ekstrakta autolizata vrsteH. petraea
(uzorci celih biljaka sa oznakomhorp-cl)
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9.33. TIC Hromatogram etarskog ekstrakta autolizata vrsteH. petraea
(uzorci celih biljaka sa oznakomhorp-c2)
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9.34. TIC Hromatogram i MS spektar 2-metoksibenzaldehida (159a)
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38, 53.1 62. oo 10.0% . 5%
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9.35. IR Spektar 2-metoksibenzaldehida (159a)
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9.36. TIC Hromatogram i MS spektar 3-metoksibenzaldehida (159b)
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9.37. IR Spektar 3-metoksibenzaldehida (159b)
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9.38. TIC Hromatogram i MS spektar smeseK)- i (Z)-oksima 2-
metoksibenzaldehida (160a)
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39.0 28.09
23.0% 76.0
19.3%
38, 50.0 62 134.0
10.90% 12.8% ot 91.0 102/q 1 8%
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m/z (Da)
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9.39. IR Spektar smeSeH)- i (2)-oksima 2-metoksibenzaldehida (160a)
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9.40. TIC Hromatogram i MS spektar smeseK)- i (Z)-oksima 3-

metoksibenzaldehida (160b)

\
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9.41. IR Spektar smeSeH)- i (2)-oksima 3-metoksibenzaldehida (160b)
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9.42. TIC Hromatogram i MS spektar 2-metoksibenzil-amina (161a)
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9.43. IR spektar 2-metoksibenzil-amina (161a)
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9.44. TIC Hromatogram i MS spektar 3-metoksibenzil-amina (161b)
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Retenciono vreme (min)
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9.45. IR spektar 3-metoksibenzil-amina (161b)
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9.46. TIC Hromatogram i MS spektar 2-metoksibenzil-izotiocijanata (162a)
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5 10 15 20 25 30 35 50
Retenciono vreme (min)
91.1 1211
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65.1
51.1 16.1% 78.1 1794
39.1 12.3% 13.0% 93.1 1221 13.8%
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T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
40 50 60 70 80 920 100 110 120 130 140 150 160 170 180
m/z (Da)



Prilozi

9.47. IR spektar 2-metoksibenzil-izotiocijanata (162a)
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9.48. TIC Hromatogram i MS spektar 3-metoksibenzil-izotiocijanata (162b)
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9.49. IR spektar 3-metoksibenzil-izotiocijanata (162b)
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9.50. TIC Hromatogram i MS spektar 4-metoksibenzil-izotiocijanata (162c)

1E+07

1E+07

1E+07

8E+06-

6E+06-

4E+06-

2E+06-

TE+07

6E+07-

5E+07-

4E+07

3E+07

2E+07

1E+07

T T T T T T T T

10 15 20 25 35 40 45
Retenciono vreme (min)
121.1
100.0%
771
1221 179.1
o .
51.1 631 1.3% 911 90% 8.0%
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9.51. IR spektar 4-metoksibenzil-izotiocijanata (162c)
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9.52. TIC Hromatogram i MS spektar benzil-izotiocijanata (162d)

T T T T T T T T T T T

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Retenciono vreme (min)
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0
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. 13.8% by 1
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0.8% N | 98% 1.6% L, ‘ 05% 00% 0.7% 18% 0.0% 0%
[ ' L ol PP B s . . 1 L
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
40 50 60 70 80 20 100 110 120 130 140 150
m/z (Da)
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9.53. IR spektar benzil-izotiocijanata (162d)
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9.56. TIC Hromatogram i M S spektar 2-metoksibenzil-alkohola (163a)
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T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40 45
Retenciono vreme (min)
138.1
100.0%
771
77.4%
105.0
69.1%
91.1 1071
45.7% 46.2%
51.0 121.0 13711
28.5% 79.1 060 ' 28.8%
39.(3 ° 65.(3 24.9% 94.0 25.3% 27.3%
22.5% 22.6% 20.6%
50.
440 4330 76.0 22[0 391
10.6% 6.0 "
55.0 2% 8.3%| 08l0 7% 9%
5.0 49, 4.8% ) 0.0 6.0 .0%
UL pmeaatl [ ailill lllfe gl lews | 1
. L1 1 | . | | | . [
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9.57. IR spektar 2-metoksibenzil-alkohola (163a)
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9.58. TIC Hromatogram i M S spektar 2-metoksibenzil-hlorida (165a)
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I e e T e e S T T S T T T T T E S e e
4 6 8 10 12 14 16 18 20 24 26 28 30 32 34 36
Retenciono vreme (min)
121.1
100.0%
91.1
90.0%
156.1
34.2%
77.1
51.1 16.2%
D 65.1 158.1
sor 12.6% 104% ;3%01 1272‘;/1 11.0%
59% 439 53.1 6.1 75.0 Tl 941 99.0 1051 1120 127.1 1410 159.1
| oaw |[f4% “ 7% 1.7% “ ‘(?_5% 07% 12%  0.7% 0.5% 2-‘3" 9%
- . 1 1 [ i 1 . L s P .
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9.59. IR spektar 2-metoksibenzil-hlorida (165a)
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4E+05-]

2E+05-

9.60. TIC Hromatogrami MS spektar 3-metoksibenzil-hlorida (165b)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 26 28 30
Retenciono vreme (min)
121.1
100.0%
156.1
911 32.4%
771 26.5%
20.4%
51.1 158.1
39.1 10.8% 63.1 89.1 ;2:‘541, 0.5%
6.1% 44 53.1 6.6% 75.0 6.2 99.0 1060-1 113.0 127.0 141.0 159.1
oo [12% | ‘ 1.6% 1 0.8% 2-;”’ 1.3% 0.5% 0.9% 9%
ad Lt . L - el | (NN 1 L 1 el 1 . L L
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
40 50 60 70 80 110 120 130 140 150 160

100
m/z (Da)
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9.61. IR spektar 3-metoksibenzil-hlorida (165b)
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9.62. TIC Hromatogram i M S spektar 4-metoksibenzil-hlorida (165c)

2E+07

1E+07

5E+06-

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

25 30
Retenciono vreme (min)

1E+05-
1211
1 100.0%
1E+05-
80000
60000
400004
156.0
774
20000+ 13.5% 1020 15.6%
51.0 3.0 911 9.7% 158.0
] 7.2% ! 7.2%
3990 43 ’ 3.6% 9.0 ° g90 1080 4439 1270 1350 1410 5.5%
2-?" 03% \‘\ L 4% “ 0.4% 1-?" 0.8% 03%  01% 05%
o FRPR B . . - PP o 1 — [ . s L . FR— . 1
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160

m/z (Da)
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9.63. IR spektar 4-metoksibenzil-hlorida (165c)
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9.64. TIC Hromatogram i M S spektar 2-metoksibenzil-tiocijanata (166a)

3E+06-

2E+06-

2E+06-

2E+06-

1E+06-]

5E+05

1E+07

1E+07

9E+06-

8E+06-

TE+06-

6E+06-

5E+06-

4E+06-]

3E+06-

2E+06-

1E+06

o~

51.1
11.1%

65.1
15.8%

63.1
6.0%

T T T

25 30
Retenciono vreme (min)

1211
93.8%

1221
8.5%

138.0
20% 146.0 153.0
1

| 01% 0.1%

179.1
71%

‘M\ L.
—

50

T

60

91.1
100.0%
931
9.6%
109.0
‘ ‘ 1.0%
1 1 P
T T T T T
920 100 110
m/z (Da)
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9.65. IR spektar 2-metoksibenzil-tiocijanata (166a)
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9.66. TIC Hromatogram i M S spektar 3-metoksibenzil-tiocijanata (166b)

4E+05-]

3E+05-

2E+05-

2E+05

2E+05

1E+05-]

50000

6E+06-

5E+06-

4E+06-]

3E+06-

2E+06-

1E+06-]

N— Y~ M
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Retenciono vreme (min)
1211
100.0%
91.1
23.6%
781 179.1
15.0% 15.2%
w0 e
56% T T 90 449 950 1060 138.0 151.0 164.0 180.0
1.6% 2.4% o 1.7%
I ‘ [ | ‘ Ll I 1], 02% | 0.9% 0-3% 0.-4% I
ali IR - L . o . . .
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
40 50 60 70 80 920 100 110 120 130 140 150 160 170 180
m/z (Da)
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9.67. IR spektar 3-metoksibenzil-tiocijanata (166b)
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9.68. TIC Hromatogram i M S spektar 4-metoksibenzil-tiocijanata (166c)

1E+07-
9E+06+
8E+06
7E+06+
6E+06+
5E+06
4E+06+
3E+06+
2E+06

1E+06

25 30
Retenciono vreme (min)

1211

1E+06-]
100.0%

1E+064
1E+06
8E+05-]
6E+05-]

4E+05

78.1 1p2.1
2405 10.4% 91.1 9.2%

51.1
1 391 1% 63.1 ‘ ‘ 5.3% 106.1 138.0 151.0 164.0
.

1.6% I 2.2% 1.8% 0.3% 0.4% 0.2%
BT (11 FURSSNTY P [ s 9 . :
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
m/z (Da)

179.0
3.0%
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9.69. IR spektar 4-metoksibenzil-tiocijanata (166c)
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9.70. TIC Hromatogram i M S spektar benzil-tiocijanata (166d)

4E+06-]

3E+06-

2E+06-

1E+06-]

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

25 30
Retenciono vreme (min)

911
1E+054 100.0%
1E+05+
80000
60000
40000
65.1
15.3%
200004 bo 1
51.1 1.7%
6.8% 7% 1491
1 © e 4w 6.1 771 104.1 1160 1210 31%
4% 9% 1.8% ‘ 0.2% 01% 11% )
ol Ll (B R el L | I
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
m/z (Da)
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9.71. IR spektar benzil-tiocijanata (166d)
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9.72. TIC Hromatogram i M S spektar 2-metoksifenilacetonitrila (167a)

4E+06-
4E+06
3E+06
2E+06+
2E+06+
2E+06+
1E+06-

5E+05-

18
Retenciono vreme (min)

80000
1471
100.0%

70000

60000

107.1
50000 67.2% 132.1
63.1%
77.1

40000 53.5%

30000+ 104.1

o
4 911 33.6%

51.1
27.3%
20000+ 25.5% 0 116.1

63.1 r8.1 89.1 20.1% 146]1

1 391 50 16.5% 17.4% 17.3% b,
Ryih 13.99% : 15.1%

100004 <

41.1

2.9%

133.1

4.1 2.1 105.1 1741
9.1 :

53.1
1% 2% ‘ 8% 6% 5% -4H 1222 3.8% $49.1
’ .3% 7%
T\H ‘ \H“ A [ il Ul Lg% i}

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
m/z (Da)

ol il
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9.73. IR spektar 2-metoksifenilacetonitrila (167a)

- 273-



Prilozi

2E+06-

2E+06-

2E+06-

1E+06+

5E+05

1E+05-]

1E+05+

1E+05+

90000

80000

70000

60000

50000

40000

30000

20000

10000+

9.74. TIC Hromatogram i M S spektar 3-metoksifenilacetonitrila (167b)

A~
— T T T T T T T e e A B o LA B e e o e I S e — 7
4 6 8 10 12 14 16 18 20 24 26 28 30 32 36
Retenciono vreme (min)
1471
100.0%
771
48.4%
116.1 o
104.1 22.4% e 146l1
51.1 63.1 90.1 17.8%
15.6% 15.0% 78.1 15.9% . 16.6%
39.1 -
11.8%
9.6% 2.1 2.1 18.1
65.1 102.1 X 1331
441 8% 3% 80.1 2% 419% 108.0 5% % 149.1
0.2% ‘ ‘ :T 9.3% ‘ .9% | - 6%
N NI LU Nl ol ‘ [T NIREET y ‘
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
40 50 60 70 80 90 110 120 130 140 150
m/z (Da)
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9.75. IR spektar 3-metoksifenilacetonitrila (167b)
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4E+06-

3E+06-

2E+06-

1E+06-]

TE+05

6E+05-

5E+05-

4E+05

3E+05

2E+05

1E+05+

9.76. TIC Hromatogram i M S spektar 4-metoksifenilacetonitrila (167c)

4 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Retenciono vreme (min)
147.1
100.0%
146[1
774 . 44.0%
37.9% 36.2%
107.1 116.1
20.7% 21.0%
152141/ 634 8.1 91.1 148.1
o 4% 100% 10.7% 11.4% 1031 127%1) d331 10.3%
4.4% 443 25%-09 67.0 80.1 93.1 5.0% 1084 122.1 o 144.q [149.1
| 01% ‘ % [0-1% 9:3% ‘ 94% (] 8% ‘ [ H.s% 0.1% [0.6%
A LT S A il . [l L . | .
. I ; I ; I . I . I ; I ; I . . I . I ; I : I
40 50 60 70 80 20 110 120 130 140 150
m/z (Da)
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9.77. IR spektar 4-metoksifenilacetonitrila (167¢)
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9.78. TIC Hromatogram i M S spektar fenilacetonitrila (167d)

8E+06
7E+06
6E+06
5E+06
4E+06
3E+06
2E+06

1E+06-]

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

25 30
Retenciono vreme (min)

3E+05+ 117.1
100.0%

2E+05-
2E+05

2E+05- 90.1

45.6% 1161
4 42.6%

1E+05+ 89.
28.8%

51.1 63.1
50000 39.1 11.8% 11.8% 771 91.1 181

8.3% 2% B.2%
1 43.0 66.1 6.4% 102.1 114.1

| 0.6% ‘ 0.4% ||| e 02% 11%

o 1 [P . [ e . [ Ll . L

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
35 40 45 50 55 60 65 70

75 80 85 920 95 100 105 110 115 120
m/z (Da)
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9.79. IR spektar fenilacetonitrila (167d)
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