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1 UvOD

Mnoge biljne vrste se od davnina koriste kao lekovite (za pripremanje Cajeva, napitaka,
krema...) kao i u ljudskoj ishrani. Cak i danas, 75% jedinjenja koja se koriste u medicinske
svrhe biljnog je porekla, dok se Cetvrtina svih lekova dobija izolovanjem iz biljne mase
(Newman, 2007; Brajson, 2005). Najprodavaniji lek svih vremena-aspirin (Vishweshwar,
2005), koji je po hemijskoj strukturi acetilsalicilna kiselina, najpre je dobijen izolovanjem
salicilne kiseline iz bele vrbe (Salix alba) koju je potom Feliks Hofman (Felix Hoffmann)
hemijski modifikovao kako bi manje drazila zeludac (Cekovié, 2012).

U proslosti su ljudi na osnovu iskustva i opazanja uspevali da razlikuju jestive, korisne i
lekovite biljne vrste od otrovnih i Stetnih. Znanja o blagotvornim efektima biljnih ekstrakta
prenosila su se generacijama i sve do XIX veka aktivne komponente, odnosno nosioci
farmakoloskih svojstava, nisu bile izolovane u ¢istom obliku. Sistematska istrazivanja
bioloskih aktivnosti prirodnih proizvoda iz biljaka pocela su tek krajem cetrdesetih godina
XX veka. Kao rezultat napornih i iscrpnih istrazivanja naden je veliki broj molekula biljnog
porekla koji se danas uspesno koriste kao lekovi (kao originalne supstance ili hemijski
izmenjene).

Danas, primenom najsavremenijih instrumentalnih metoda, moguca je detaljna kvalitativna i
kvantitavna analiza, izolovanje i ispitivanje ¢ak i tragova supstanci prisutnih u biljnim
tkivima (Harvey, 2008). Zbog toga su analize hemijskog sastava biljaka i biljnih ekstrakata
veoma znacajne u pronalazenju novih lekova.

Upotreba zaina aromati¢nih 1 zacinskih biljaka kao prirodnih konzervanasa datira jo§ od
antickih vremena. Jo§ su stari narodi zapazili da dodavanje za¢ina ne samo da poboljSava
ukus hrane nego i1 sprecava kvarenje. Nosioci fungicidnih, baktericidnih 1 antioksidantnih
osobina za¢ina mogu da budu razli¢iti molekuli koji se nalaze u za¢inskom bilju. Najcesce
koriSceni antioksidanti u prehrambenim proizvodima su sintetskog porekla (butilovani
hidroksianizol, butilovani hidroksitoluen, propilgalat, terc-butilhidrohinon). Zbog njihove
potencijalne toksi¢nosti prekomerna upotreba sintetskih antioksidanata je dovedena u pitanje,
a zahtevi potroSaca su usmereni ka koriScenju prirodnih antioksidanata. Jedinjenja biljnog
porekla sa jednim ili vise fenolnih prstenova pokazuju jako antioksidantno dejstvo i mogu biti
dobra alternativa sintetskim antioksidantima.

Ispitivanje sadrzaja metala u namirnicama biljnog porekla koje se koriste u ljudskoj ishrani
ima za cilj kako pracenje i procenu njihove nutritivne vrednosti tako i ispitivanje potencijalne
kontaminacije teskim metalima.

Rad je podeljen na: Opsti deo, Eksperimentalni deo, Rezultate i diskusiju, Izvod,
Summary, Literaturu i Biografiju sa bibliografijom.

U Opstem delu dat je kratak osvrt na fenolna jedinjenja, antioksidante, ulogu metala u
biljkama i morfoloske karakteristike ispitivanih biljnih vrsta. Takode, obradeni su osnovni
principi instrumentalnih metoda korisé¢enih u radu: UV-VIS spektrofotometrije, ICP-OES,
HPLC i gasne hormatografije. Jedno poglavlje posveceno je kalibraciji i greSkama pri
kalibraciji.
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U Eksperimentalnom delu je dat program eksperimentalnog rada, opisan je nacin pripreme
uzoraka. Detaljno su opisane primenjene procedure za UV-VIS spektroskopiju, ICP-OES,
HPLC i gasnu hromatografiju. Takode, predstavljeno je ispitivanje antimikrobne i
hepatoprotektivne aktivnosti.

U delu Rezultati i diskusija izlozeni su rezultati do kojih se doslo u istrazivanju mineralnog
sastava, antioksidantne sposobnosti i fenolnog sastava biljnih vrsta Geranium macrorrhizum
L., Allium ursinum L., Stachys germanica L. i Primula veris L. lzvedene korelacije su
proverene statistickom obradom dobijenih rezultata.

U delu Izvod dat je kratak pregled dobijenih rezultata.
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Uzorci biljnog porekla nekada sadrze malu koli¢inu nepoznatih sekundarnih metabolita koji
mogu posedovati jaku bioloSku aktivnost, a mogu da budu zanemareni ili nedovoljno ispitani.
Primena savremenih instrumentalnih metoda u kvalitativnoj i kvantitativnoj hemijskoj analizi
jedinjenja biljnog porekla omoguéava brzo dobijanje pouzdanih rezultata.

Uzimajuéi u obzir sve napred navedene relevantne faktore u okviru ove doktorske disertacije
postavljeni su slede¢i ciljevi:

e Optimizacija, validacija i primena HPLC metode u ispitivanju biljnih ekstrakta;

e Ispitivanje antioksidantne aktivnosti razlicitih ekstrakta navedenih biljnih vrsta;

e Optimizacija, validacija i primena ICP-OES metode u odredivanju sadrzaja metala u
biljnim uzorcima;

e Optimizacija, validacija i primena GC-MS metode u ispitivanju komponenti etarskih
ulja.

U cilju istraZivanja prisutnih bioaktivnih komponenti bile su ispitivane sledece biljne vrste:

Geranium macrorrhizum L.,
Allium ursinum L.,

Stachys germanica L. i
Primula veris L.

Mo

Pri ¢emu su uradene sledece analize:

1. Geranium macrorrhizum L.:

Ekstrakcija aktivnih komponenti pomocu vise rastvaraca,

Odredivanje koli¢ine ukupnih fenola i ukupnih flavonoida,

Ispitivanje antioksidantne aktivnosti (DPPH, ABTS, FRAP, IRA, CUPRAC),
Odredivanje fenolnog sastava metanolnog ekstrakta,

Antimikrobna aktivnost metanolnog ekstrakta,

Hepatoprotektivna aktivnost metanolnog ekstrakta.

2. Allium ursinum L.:
e (Odredivanje koli¢ine ukupnih fenola i ukupnih flavonoida,
Ispitivanje antioksidantne aktivnosti (DPPH, ABTS, DMPD, IRA, CUPRAC),
Odredivanje sadrzaja hlorofila,
Izolovanje i detaljna analiza etarskog ulja,
Antimikrobna aktivnost etarskog ulja,
Hemijska analiza mineralnog sastava biljne vrste i zemljista.

3. Stachys germanica L.:
e QOdredivanje koli¢ine ukupnih fenola i ukupnih flavonoida,
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e Ispitivanje antioksidantne aktivnosti (DPPH, ABTS, IRA, FRAP),
e QOdredivanje fenolnog sastava metanolnih ekstrakata,
e Hemijska analiza mineralnog sastava biljne vrste.

4. Primula veris L.:
e Ekstrakcija aktivnih komponenti pomocu vise rastvaraca,
e QOdredivanje koli¢ine ukupnih fenola i ukupnih flavonoida,
e Ispitivanje antioksidantne aktivnosti (DPPH, ABTS, DMPD, IRA, CUPRAC),
e Hemijska analiza mineralnog sastava biljne vrste.
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3.1. Fenolna jedinjenja

Fenolna jedinjenja predstavljaju Siroko rasprostranjenu grupu biljnih metabolita koja mogu
biti vrlo jednostavne strukture, kao §to su fenolne kiseline ili vrlo slozene strukture, odnosno
polikondenzovana jedinjenja kao Sto su kondenzovani tanini. Zajednicka karakteristika
fenolnih jedinjenja je da sadrze aromatian prsten sa jednom ili viSe hidroksilnih grupa (koje
mogu biti metilovane ili esterifikovane). Do danas je identifikovano vise od hiljadu razlicitih
prirodnih fenola, u slobodnom obliku ili ¢eS¢e u obliku glikozida (Leucuta i sar., 2005).
Monosaharidi koji najée$¢e ulaze u sastav glikozida su: glukoza, galaktoza, arabinoza,
ramnoza, ksiloza, manoza, glukuronska i1 galakturonska kiselina, pored toga Seceri mogu biti
prisutni u obliku: mono-, di-, tri-, ili tetra-saharida.

Postoje razlicite klasifikacije fenolnih jedinjenja i veéina je zasnovana na hemiskoj strukturi
mada su za svaku klasu poznati i putevi njihove biosinteze. Ova jedinjenja se mogu podeliti u
slede¢e grupe (Hurtado-Fernandez i sar. 2010):

1. Prosti fenoli
— Fenolne kiseline (derivati benzoeve i cimetne kiseline)
—  Kumarini

2. Polifenoli

— Flavonoidi (flavanoni, flavoni, flavonoli, katehini, antocijani )
— Tanini (hidrolizabilni i kondenzovani)

Medutim, najces¢a klasifikacija se zasniva na broju ugljenikovih atoma vezanih za osnovni
skelet fenola (Robards i sar., 1999), sto je prikazano u tabeli 3.1.1.

Najzastupljenija fenolna jedinjenja su: fenolne kiseline (derivati benzoeve i cimetne kiseline),
flavonoidi i dihidrohalkoni.

3.1.1. Fenolne Kkiseline

Fenolne kiseline su sekundarni metaboliti rasprostranjeni isklju¢ivo u biljnom svetu. Ova
jedinjenja su zasluzna za jedinstven ukus i aromu povrca i vo¢a (Tomas-Barberan i Espin,
2001). Fenolne kiseline su jedinjenja koja obuhvataju veliku gupu Siroko rasprostranjenih
hidroksi-derivata cimetne (slika 3.1.1) i benzoeve kiseline (slika 3.1.2). Hidroksicimetne
kiseline se u biljkama mogu na¢i u slobodnom obliku ili u obliku mnogobrojnih estara, kao
na primer sa hinskom kiselinom (hlorogenska kiselina), vinskom kiselinom (kaftarna
kiselina), glukozom (1-O cinamoilglukoza), holinom (sinapin) i drugim. Galna kiselina ulazi
u sastav mnogih tanina (galotanini, kao $to je pentagaloilglukoza), jedinjenja nadenih u
biljkama, a koris¢enih od davnina za stavljenje koze (Dewick, 2002).
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Tabela 3.1.1: Klasifikacija fenolnih jedinjenja

osnovni skelet klasa primer jedinjenja
Ce prosti fenoli katehol, hidrohinon, rezorcinol
benzohinoni
Ce-Cy fenolne kiseline 4-hidroksibenzoeva, salicilna
fenilsiréetne 4-hidroksifenilsiréetna
Ce-Co - o
kiseline Kiselina
cimetne kiseline ferulna, kafena, kumarna
Ce-Cs fenilpropeni eugenol, miristicin
Kumarini umbeliferon, eskuletin
hromoni eugenin
Ce-Cy naftohinoni juglon
Ce-C1-Cs ksantoni
Co-Cy-Ce stilben_i _ resveratrol
antrahinoni
flavanoni naringenin, hesperetin
flavoni apigenin, luteolin
Cs-C3-Cs flavonoli kvercetin, kaempferol
flavonoidi katehini katehin, epikatehin
galokatehin, epigalokatehin
antocijani pelargonodin, cijanidin
halkoni
(C6-C3)2 lignini pinoresinol
(C6-C3.Co)2 biflavonoidi agatisflavon

Fenolne kiseline su prisutne u Zitaricama - pSenici, razu, je¢mu, kukuruzu, pirincu (Zielinski 1
sar., 2001; Irakli i sar., 2012). Ima ih u lekovitom bilju: kamilici - Matricaria chamomilla
(Novakova i sar, 2010), nani - Mentha piperita (Dorman i sar., 2003), maj¢inoj dusici -
Thymus serpyllum (Boros i sar., 2010), mati¢njaku - Melissa officinalis (Marques i Farah,
2009; Barros i sar., 2013), zalfiji - Salvia officinalis (Santos-Gomes i sar., 2002) i drugim. U
velikoj koli¢ini su nadene u vocu i povrcéu: jabuci (Dragovic-Uzelac i sar., 2005), krusci
(Escarpa i Gonzalez, 1999), grozdu (Gomez-Alonso i sar., 2007), malini, kupini, jagodi
(Hékkinen i sar., 1999), visnji (Usenik i sar., 2008), paradajzu (Sanchez-Rodriguez isar.,
2012), crnom luku (Prakash i Singh, 2007), perSunu (Kaiser i sar., 2013), zelenoj salati
(Romani i sar., 2002) i drugim.
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HO X _COOH
. _COOH X COOH :@N
S o o
HO

Cimetna kiselina p-Kumarna kiselina Kafena kiselina
MeO X COOH
MeO X _COOH
) O o
HO
OMe
Ferulna kiselina Sinapinska kiselina
HO COOH OH O
g HO OH
o NOH
N / OH
» (0] o NN
HO : o OH
OH
OH O
Hlorogenska kiselina Kaftarna kiselina
OH OMe
o OH
HOHO (0] N
® ¢ N
OH MesN~ > OMe
o o}
1-O-Cinamoilglukoza Sinapin

Slika 3.1.1: Cimetna kiselina i njeni derivati

4-hidroksibenzoeva kiselina je nadena u biljci Cassia fistula (drvo zlatne kise) u tolikoj
koli¢ini da je moguce njeno izolovanje (Duraipandiyan i Ignacimuthu, 2007). Velike koli¢ine
rosmarinske, siringinske i sinapinske kiseline nadene su u biljci Borago officinalis (Mhamdi i
sar., 2010). Najprodavaniji lek svih vremena — aspirin, koji je po hemijskoj strukturi
acetilsalicilna kiselina, dobijen je najpre izolovanjem iz kore bele vrbe - Salix alba L.
(Vishweshwar i sar., 2005).
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COOH COOH COOH
COOH
OH HO OH
OH OH OH
Benoeva kiselina 4-hidroksibenzoeva Protokatehinska Galna kiselina
kiselina kiselina
COOH COOH
COCH COOH
OH OH
MeO OMe OMe
HO
OH OH
2,5-dihidroksibenzoeva  Siringinska kiselina Salicilna kiselina Vanilinska kiselina
kiselina

Slika 3.1.2: Benzoeva kiselina i njeni derivati

OH HO o__0O HO o__0O
= =
MeO =
o-hidroksicimetna kiselina umbeliferon skopoletin

Slika 3.1.3: o-hidroksicimetna kiselina i njeni derivati
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2.1.2. Kumarini

Kumarini su laktoni o-hidroksicimetne kiseline (slika 3.1.3). Vecina prirodnih kumarina ima
hidroksilnu ili alkoksi-grupu u polozaju 7. Kumarini su veoma rasprostranjeni u prirodi, a
narocito ih ima u biljkama iz roda trava, orhidejama, limunu i mahunastim biljkama. Neki od
kumarina su inhibitori a neki stimulatori rasta biljaka. Poznati su kumarini koji imaju
narkotican i toksi¢an efekat (Laj$i¢ i Gruji¢-Injac, 1998). Umbeliferon i skopoletin su prosti
kumarini izolovani iz visih biljaka.

3.1.3. Flavonoidi

Flavonoidi su prirodna jedinjenja biljnog porekla. Preko 4000 razlicitih flavonoidnih
jedinjenja je do sada identifikovano u biljnim tkivima i njihov sadrzaj (kvalitativni i
kvantitativni) varira u zavisnosti od starosti biljke i uslova sredine u kojoj je biljka rasla
(Cook i Samman, 1996). Ime potice od Kostaneckog koji je 1898. godine objavio prve radove
0 izolovanju hrizina, jedinjenja iz grupe flavona (lat. flavus = Zzut). Flavonoidi su
najzastupljenija grupa fenolnih jedinjenja u biljkama sa 15 atoma ugljenika u osnovnoj Ce-
C3-Cg strukturi, od kojih devet pripada benzopiranskom prstenu (benzenski prsten A
kondenzovan sa piranskim prstenom C) a ostalih Sest ugljenikovih atoma c¢ine benzenski
prsten B povezan sa benzopiranskim prstenom na poziciji dva. Osnovni skelet flavonoida sa
obeleZavanjem atoma dat je na slici 3.1.4.

Slika 3.1.4: Osnovni skelet flavonoida

Funkcija flavonoida u biljnim tkivima je viSestruka: to su biljni pigmenti, $tite biljku od UV
zraCenja, insekata, temperaturnog i oksidativnog stresa a sluze i kao hemijski signalni
molekuli. Dokazano je da se sintetiSu kao odgovor na pove¢anu koncentraciju nekih metala u
zemljistu (na primer aluminijum). Ipak, uprkos povec¢anom istrazivanju funkcije flavonoida u
poslednjih nekoliko godina mnoge pojedinosti su i dalje nerazjasnjene (Andersen i Markham,
2006).

Zbog svoje specificne strukture flavonoidi su potencijalni prirodni antioksidanti. Prisustvo
flavonoida dovodi do prekidanja slobodno-radikalskih reakcija, pri ¢emu oni predaju atom
vodonika radikalima i sami prelaze u slobodne radikale. Ovako nastali slobodni radikali
rezonantno su stabilizovani i nemaju dovoljno energije da pokrenu lananu reakciju sa
supstratom.

12
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Kao snazni antioksidanti, fenolna jedinjenja razliCitim mehanizmima neutraliSu¢i slobodne
radikale u ¢elijama, umanjuju lipidnu peroksidaciju celijske membrane, mogu da sprece
oksidativna oSte¢enja DNK i Sirenje tumora (Havsteen, 2002). Fenolna jedinjenja kao
antioksidanti, mogu uticati i na primarni proces starenja, mogu biti efikasni inhibitori
oksidacije LDL, a epidemioloska proucavanja pokazuju inverzni odnos izmedu unosa hrane
bogate flavonoidima i kardiovaskularnih oboljenja. Svi ovi podaci ukazuju na to da povecana
konzumacija voéa i povréa bogatog nutritivnim sastojcima koji ispoljavaju antioksidativna
svojstva moze doprineti pobolj$anju kvaliteta Zivota. Nutricionisti procenjuju da je dnevni
unos flavonoida putem hrane oko 1-2 grama (Havsteen, 2002).

Flavonoidi se na osnovu oksidacionog stanja prstena C mogu podeliti u pet vecih grupa:
flavoni, flavanoni, antocijani, flavonoli i katehini (slika 3.1.5).

@
o o 0]
CLT e UL,
/OH
O] o

flavoni flavanoni antocijani flavonoli katehini

Slika 3.1.5: Podela flavonoida na osnovu oksidacionog stanja prstena C

3.1.4. Flavoni

Flavoni su najrasprostranjeniji zuti biljni pigmenti (tamnije nijanse zute boje poti¢u od
karotenoida). U biljkama se naj¢eS¢e nalaze u obliku glikozida ili estara taninskih kiselina®.
Flavoni koji se najces¢e sre¢u u biljnom svetu su apigenin, luteolin i hrizin (slika 3.1.6).
Nadeni su u lekovitom bilju: kamilici (Novakova i sar, 2010), Zalfiji (Santos-Gomes i sar.,
2002; Kontogianni i sar, 2013), nani (Areias i sar., 2001) i drugim. Pored toga, nadeni su i u
liséu masline (Skerget i sar., 2005), vinu (Fang i sar., 2007), spanac¢u (Dehkharghanian i sar.,
2010), medu (Baltrusaitytéa i sar., 2007; Karakaya i Nehir, 1999) i drugim biljkama i
namirnicama biljnoig porekla.

Pored slobodnog oblika, ¢esto se mogu naci i u obliku glikozida gde su najc¢eS¢e vezani za
glukozu.

! Taninske kiseline su po hemijskoj strukturi estri glukoze ili hinske kiseline sa od 2 do 12 molekula
galne kiseline, Sto zavisi od biljke u kojoj se taninske kiseline nalaze. Pripadaju grupi hidrolizabilnih
tanina.
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Hrizin Apigenin Luteolin

Slika 3.1.6: NajrasSireniji flavoni

OH OMe
HO O \\\©/ HO O \\\@
N ) OH

OH O OH O
Naringenin Hesperetin

OH

OH
o
| HO o) O

OH O

Hesperidin Naringin

Slika 3.1.7: Najrasireniji flavanoni

3.1.5. Flavanoni

Flavanoni su bezbojna ili slabo zuto obojena jedinjenja. Najpoznatiji su naringenin i
hesperetin (slika 3.1.7). Oni se u prirodi retko nalaze u slobodnom obliku, mnogo cesc¢e su
vezani sa Secernom komponentom u glikozide — naringin, neohesperidin i hesperidin.
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Ovi glikozidi se u prirodi nalaze u velikoj koli¢ini u citrusnom vocu: grejpfrutu (Ribeiro i
Ribeiro, 2008), limunu, mandarini, limeti, (Ramful i sar., 2011) i narandzi (He i sar., 2011)
odakle su prvo i bili izolovani. Nadeni su i u drugim biljnim vrstama (Van der Watt i
Pretorius, 2001; Kokotkiewicz i sar., 2012).

3.1.6. Antocijani

Antocijani (g. avfog, antos=cvet, g. kvavog, kianos=plav) su klasa flavonoidnih jedinjenja
koja predstavljaju prave biljne pigmente. Mogu se na¢i u svim delovima biljke, od cveta do
korena. To su plavi i crveni biljni pigmenti koji su prvi put izolovani jo$ 1835. godine. Osim
Sto imaju ulogu biljnih pigmenata, Stite biljku 1 od prekomerne UV svetlosti, od Stetnog
dejstva slobodnih radikala, a smatra se i da predstavljaju signalne molekule u odgovoru biljke
na negativne spoljasne uticaje (Gould i sar.,2009).

OH OH
OH OH OH
+ + +
HO 0 O HO 0 O HO 0 O
e e OO
ZoH Zon Z oH
OH OH OH

Pelargonidin Cijanidin Delfinidin

OMe

OMe OH
OH OH
+ + +
HO o) O HO 0 O HO 0 O
= OH = OH Z OH
OH OH OH

Malvidin Peonidin Petunidin
Slika 3.1.8: Najrasprostranjeniji antocijani

Antocijani se u biljkama nalaze isklju¢ivo u obliku glikozida nastalih vezivanjem flavonoidne
komponente (antocijanidina) sa Se¢ernom komponentom, najcesS¢e glukozom. Pored glukoze
kao Secerna komponenta glikozida mogu se nac¢i i galaktoza i ramanoza. Vezivanjem za
Secernu komponentu povecava se stabilnost antocijanidina i njegova rastvorljivost u vodi.
Ukoliko antocijani sadrze samo jedan molekul Secera onda se on nalazi isklju¢ivo vezan u
polozaju 3, a ako sadrZe dva, onda su ili diglikozid u polozaju 3, ili se Seceri nalaze u
polozajima 3 i 5. Osnovna hemijska karakteristika antocijana je da svi sadrze 3,5,7-
trihidroksiflavilijum jon (Lajsi¢ i Gruji¢-Injac, 1998).

Najcesca jedinjenja iz ove grupe u biljnom svetu su pelargonidin, cijanidin, delfinidin,
malvidin, peonidin i petunidin (slika 3.1.8).
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Antocijani su prisutni u obojenom vocu: jabukama, grozdu (Arnous i Meyer, 2008), brusnici
(Lee, 2013), malini, kupini, ribizli (Pantelidis i sar., 2007), jagodi (Gil i sar., 1997), borovnici
(Castrejon i sar., 2008) i drugom vocu. Posto daju crvenu i plavu boju laticama cveca, ima ih
I u skoro svim cvetnicama.

Predstavljaju odlicne antioksidante i konzumacija antocijana moze imati vaznu ulogu u
prevenciji bolesti, povezanih sa stresnim i brzim na¢inom zivota, poput kancera, dijabetesa,
kardiovaskularnih i neuroloskih bolesti.
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3.1.7. Flavonoli

Flavonoli se mogu na¢i u mnogim biljnim vrstama, kako u slobodnom obliku tako i u obliku
glikozida. Kvercetin je jedan od najrasprostranjenijih flavonola i flavonoida uopste (slika
3.1.9). Prvi put je izolovan iz ameri¢kog crnog hrasta (Quercus velutina Lamb.) u obliku
glikozida sa ramnozom vezanom u polozaju 3 (kvercitrin). Velike koli¢ine kvercetina i
njegovih glikozida se nalaze u kantarionu - Hypericum perforatum (Skerget i sar., 2005;
Bagdonaité i sar., 2012). Kaempferol, miricetin, kvercetin i njihovi glikozidi su pronadeni u
znacajnoj koli¢ini u vocu i povréu - spanacu, karfiolu, Sargarepi, jagodama (Sultana i Anwar,
2008), brusnici (Chen i Zuo, 2007), crnom luku (Bonaccorsi i sar., 2008) i drugim.

Istrazivanja su pokazala da flavonoli uneSeni u organizam putem hrane pokazuju mnoge
bioloske efekte i1 aktivnosti kao Sto su antiinflamatorna, antialergijska, antimikrobna,
antioksidativna, antitromboticka, kardioprotektivna i vazodilatatorska (Manach i sar., 2005).

Kaempferol Kvercetin Miricetin

Slika 3.1.9: Najrasprostranjeniji flavonoli

3.1.8. Katehini

Katehini ili flavan-3-oli su bezbojna jedinjenja prisutna u mnogim biljnim vrstama. Ova
jedinjenja se nalaze u slobodnom obliku, ali mogu biti i esterifikovana, naj¢esce galnom
kiselinom. Velike koli¢ine katehina (slobodnih i esterifikovanih) se nalaze u zelenom ¢aju -
Camellia sinensis L. (Peterson i sar. 2005; Hodgson i Croft, 2010). Njihov sadrzaj moze
dosti¢i 1 viSe od 20% suve mase zelenog ¢aja. Smatra se da je ovako visok sadrzaj katehina
jedan od razloga zasto zeleni ¢aj pozitivno uti¢e na ljudsko zdravlje. Najzastupljenija
jedinjenja iz ove grupe u biljnom svetu data su na slici 3.1.10.

Katehini su osnovne gradivne jedinice nehidrosolubilnih (kondenzovanih) tanina, polimera
koji se sastoje iz dve ili viSe razliito vezane jedinice flavan-3-ola ili flavan-3,4-diola.
Stereohemija supstituenata na C2 i C3 atomu pojedinih jedinica, kao i stereohemija
medusobno povezanih jedinica ima vaznu ulogu u gradenju kondenzovanih tanina. NajceSce
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gradivne jedinice su: (-)-epikatehin sa 2,3 cis i (+)-katehin sa 2,3 trans polozajem
supstituenata.

OH OH
OH OH
HO o o
“OH
OH
(+)-katehin (-)-epikatehin
OH OH
OH OH
HO o o
OH ' OH
“'OH
OH
(+)-galokatehin (-)-epigalokatehin

Slika 3.1.10: Najrasprostranjeniji katehini

3.1.9. Tanini

Sam termin tanin je uveo Seguin negde na kraju 17. veka da bi opisao biljne materije
rastvorne u vodi, sposobne da Stave kozu. Takode je bio prvi koji je pokazao sposobnost
tanina da taloze Zelatin iz rastvora (Haslam, 1989).

Tanine mozemo podeliti na hidrolizabilne i kondenzovane tanine (proantocijanidine).
Hidrolizabilnim taninima nazivaju se sekundarni biljni metaboliti, koji su rastvorni u vodi i
imaju molekulsku masu izmedu 500 1 5000. Oni daju reakcije karakteristicne za fenole 1
taloze alkaloide i proteine iz rastvora. Hidrolizabilni tanini su mnogostruki estri galne
kiseline sa glukozom i produkti njihovih oksidacionih reakcija (slika 3.1.12). Siroko su
rasprostranjeni u biljnom svetu (Arapitsas, 2012).

Kondenzovani tanini (proantocijanidini) obuhvataju grupu oligomera i polimera katehina
(flavan-3-ola) koji su medusobno povezani ugljenik-ugljenik vezama. Njihove mnogobrojne
hidroksilne grupe omogucavaju vezivanje sa proteinima (Hagerman i sar., 1998; Naczk i sar.,
1996), metalnim jonima (Foo i sar., 1997; Scalbert, 1991) i sa ostalim makromolekulima kao
Sto su polisaharidi (Mueller-Harvey i McAllan, 1992).
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Oksidativno kuplovanje izmedu katehinskih subjedinica se uglavnom deSava izmedu
ugljenika na polozajima 4 i 8, rede u polozajima 4 i 6 (slika 3.1.11). Broj monomernih
jedinica ovih tanina varira od 2 do 17 (Prieur i sar., 1994), mada moZe postojati i vec¢i stepen
polimerizacije, ali takvi tanini su nerastvorni i teSki za proucavanje (Schofield i Mbugua,
2001).

OH

OH

Slika 3.1.11: Model strukture kondenzovanih tanina (u ovom slucaju procijanidin).
Vezivanje 4—6 vezom (isprekidana linija) ne mora nuzno da postoji, n moZe da bude od 0
do 15
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Slika 3.1.12: Strukture nekih hidrolizabilnih tanina
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3.2. Metali u biljkama

Na Zemlji postoji vise od 240 hiljada vrsta viSih biljaka i svakoj od njih je za rast i
razmnozavanje potrebna razliita koli¢ina mineralnih materija. Dok neke biljne vrste
zahtevaju prisustvo pojedinih elemenata u zemljistu u visim koncentracijama, dotle su druge
tolerantnije na vecu koncentraciju esencijalnih elemenata, koje bi pak bile toksi¢ne za vecinu
drugih biljnih vrsta. Zbog velike raznovrsnosti, generalizovanje i definisanje esencijalnih
minerala treba uzeti sa rezervom i dozom opreza. Dobar primer za to je natrijum, Kkoji je
esencijalan samo za one biljke koje koriste C4 fotosintezu, karakteristi¢nu za biljne vrste koje
zive u suvim 1 toplim uslovima.

Kriterijum koji definiSe esencijalne elemente odreduje da je to onaj element neophodan za
kompletiranje zivotnog ciklusa biljke, ne moze se zameniti drugim elementom i ucestvuje
direktno u metabolizmu biljke (Arnon i Stout, 1939).

Postoji mnogo esencijalnih nutrijenata koji su potrebni biljkama i oni su podeljeni u dve
grupe po koli¢inama neophodnim za neometan rast. Kalijum, azot, fosfor, sumpor, kalcijum i
magnezijum su minerali koje vecina biljaka zahteva u velikim koli¢inama i zato su definisani
kao makronutrijenti  (makroelementi) (Wiedenhoeft, 2006). Mikronutrijenti
(mikroelementi) su esencijalni elementi potrebni biljkama u relativno manjim koli¢inama. U
njih spada osam elemenata: gvozde, natrijum, hlor, bor, mangan, cink, bakar i molibden
(Wiedenhoeft, 2006). Neki autori (Barker i Pilbeam, 2007) smatraju i nikal mikronutrijentom.
Isti autori tvrde da su aluminijum, kobalt, selen i vanadijum korisni elementi koji unapreduju
rast biljaka. Ova podela na makronutrijente i mikronutrijente je korisna za pracenje vaznosti
pojedinih elemenata za ishranu biljaka, ali je ipak samo vestacko grupisanje elemenata od
strane istrazivaca.

Kao $to je ve¢ napomenuto, koncentracije pojedinih elemenata potrebnih biljnim vrstama za
optimalan rast se jako razlikuju. Medutim, ako prikazemo relaciju izmedu procenta
maksimalnog prirasta biljke i sadrzaja nutrijenata u biljnom tkivu dobijamo krivu koja ima
nekoliko oblasti (slika 3.2.1). Vidimo da pri niskim koncentracijama nutrijenata (nedovoljna
ishrana) biljka ne postize optimalan rast. Za kriticnu koncentraciju smatramo onu pri kojoj
biljka postize 90% maksimalnog rasta. Ukoliko je sadrzaj nutrijenata u biljnom tkivu (a
samim tim i u zemljistu) iznad odredene granice biljka pokazije vidljive simptome i te
koncentracije smatramo toksi¢nim. Oblast izmedu kriticne i toksi¢nih koncentracija je
optimalna oblast 1 tada se postize maksimum biljnog rasta.

Kao 1 kod drugih zivih bi¢a, od najve¢eg znacCaja za rast biljaka su kiseonik, vodonik i
ugljenik, ali njih ne uzimamo u razmatranje zato $to ih biljke usvajaju iz vode i vazduha, a ne
1z zemljiSta.
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Slika 3.2.1: Sematski prikaz relacije izmedu procenta maksimalnog prirasta biljke i
sadrZaja nutrijenata u biljnom tkivu

lako azota ima u vazduhu biljke nisu sposobne da ga direktno apsorbiju ve¢ ga usvajaju iz
zemljiSta u obliku nitrata, nitrita ili amonijum jona. On je najceS¢i limitiraju¢i element pri
rastu biljaka 1 zato se zemljiSte namenjeno agrarnoj proizvodnji obogacuje azotom
dodavanjem vestackih dubriva. Azot i fosfor u biljkama imaju istu biohemijsku funkciju kao i
kod ostalih zivih bi¢a. Azot izgraduje aminokiseline i hlorofil, fosfor gradi fosfolipide
¢elijskog zida, a zajedno ulaze u sastav nukleinskih kiselina. Fosfor biljke usvajaju iz
zemljista iskljucivo u obliku fosfatnog anjona (Wiedenhoeft, 2006).

Kalijum je fundamentalan za respiraciju i primarni je jon za regulisanje osmotskog pritiska.
Takode, ucestvuje u aktiviranju nekih enzima. Iz zemljiSta se usvaja u obliku katjona.
Kalijum gradi uglavnom vrlo rastvorne soli pa je zbog toga jako podlozan migraciji kada
jednom dospe u zemljiste. Gubitak kalijuma je Cesto posledica Sumskih pozara, kada velike
koli¢ine kalijuma iz sagorelih biljaka dospeju u zemljiste. Medutim, tada nema drugih biljaka
sposobnih da usvoje kalijum pa velike koli¢ine budu sprane kisnicom (Wiedenhoeft, 2006).
Kalcijum je bitan za prenos signala, ulazi u sastav ¢elijske membrane 1 kalmodulin enzima.
Uglavnom je ekstracelularni katjon. Zbog velikog sadrzaja kalcijuma u uobi¢ajnim vrstama
zemljiSta, veoma se retko deSava da bude deficitaran biljkama. Magnezijum ulazi u sastav
hlorofila i u¢estvuje u fiksaciji CO, iz vazduha i sintezi ugljenih hidrata kao kofaktor rubisco
enzima (Nelson i Cox, 2004). Za razliku od kalcijuma, uglavnom je intracelularni jon.
Rastvorljivost (a samim tim i pokretljivost) katjona magnezijuma u zemljiStu se menja sa
promenom pH.
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Gvozde je bitno za sintezu hlorofila, redoks procese u toku fotosinteze i Celijsko disanje
(citohromi, Fe-S proteini, feredoksin) i moze se na¢i u zemlji$tu naj¢esc¢e u obliku oksida ili u
asocijaciji sa nekim organskim molekulima. Cink je bitan kofaktor nekih enzima (peptidaze,
proteinaze, fosforilaze, superoksid dismutaze, dehidrogenaze, karboksianhidraze). Mangan je,
takode, kofaktor enzima (piruvat karboksilaze, superoksid dismutaze i dr.). Bakar ucestvije u
transportu elektrona (plastocijanin), respiraciji (citohrom oksidaza) i ugraduje se kao kofaktor
u enzime (aminooksidaza) (Csuros i Csuros, 2002). Molibden je specifi¢an nutrijent za biljne
vrste koje na svojim korenima imaju bakterije koje ucestvuju u fiksaciji azota iz vazduha.
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3.3. Morfoloske i etnofarmakoloske karakteristike odabranih
biljnih vrsta

3.3.1. Geranium macrorrhizum L. (Geraniaceae)

(g. geranos, yepavog = zdral; g. macros, pokpog = krupan, veliki)

Geranium macrorrhizum, u naSem narodu poznat kao zdravac, je visegodiSnja zeljasta biljka
iz porodice zdravaca (Geraniaceae). Poseduje jak rizom, 10 do 15 cm dug, pokriven
ljuspastim zaliscima. Stablo mu je uspravno i dugacko do oko 40 cm sa velikim brojem
listova u rozeti. Listovi su na dugim dr§kama, sa okruglom liskom do 10 cm Sirokom,
podeljenom na sedam krupnih reznjeva. Cvetovi su uspravni, na cvetnoj stabljiki i jasno su
uocljivi. Kruni¢ni listi¢i su crveni do tamno crveni, dok su ¢asSi¢ni listi¢i uSiljeni i jajasti. Plod
je oko 2 cm dug, zutomrk. Cveta u julu i avgustu (Koji¢ i sar., 1998).

Slika 3.3.1: Izgled biljne vrste Geranium macrorrhizum L.
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Slika 3.3.2: Izgled biljne vrste Geranium macrorrhizum L.
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Zdravac raste na senovitim mestima najéeS¢e na stenama. Rasprostranjen je Sirom
Balkanskog poluostrva i naziva se jo§ i bugarski zdravac. Cesto se gaji kao dekorativna biljka
u bastama

U narodnoj medicini se od davnina koriste kako rizom (Geranii macrorrhizi rhizoma) tako i
nadzemni deo biljke (G. herba) u tretmanu dijareje, zaustavljanja krvarenja i zarastanju rana
(Genova 1 Ivancheva, 1995). Rizom u prahu je snazan adstrigens i koristi se U tretmanu
otvorenih rana jer pomaze njihovom skupljanju i zarastanju. Droga se primenjuje u lecenju
dizenterije, unutrasnjeg Krvarenja i prekomernog gubitka krvi tokom menstruacije (Tucakov,
1990). Etnobotanicka studija sprovedena u Crnoj Gori (Menkovi¢ i sar., 2011) pokazala je da
se ¢aj od zdravca koristi pri leCenju upala zu¢ne kese i njenih kanala, bubrega i mokraéne
besike. Takode, u Srbiji, u regionu planine Kopaonik, zdravac se koristi u tretmanu crevnih
oboljenja kod zivotinja (Jari¢ i sar., 2007).

Rizom se prikuplja u jesen ili rano u prolece, ocisti od zemlje i susi na suncu. Nadzemni deo
se prikuplja odsecanjem cvetnih delova i susi u tankom sloju. Pri suSenju biljka brzo gubi

etarsko ulje pa je bolje upotrebiti svezu drogu. Droga ima miris ruze i muskatne zalfije (Koji¢
i sar., 1998).

Zdrave sadrzi visok procenat hidrosolubilnih i kondenzovanih tanina (Genova i Ivancheva,
1995). Fitohemijske studije sprovedene o zdravcu koncentrisane su uglavnom na dve vrste
sekundarnih metabolita — isparljive konstituente (etarsko ulje) i polifenolna jedinjenja.
Etarsko ulje se koristi u aromaterapiji i sastoji se uglavnom od seskviterpenoida, od kojih su
najzastupljeniji germakron (49.7% u etarskom ulju nadzemnog dela biljke) i o/-gvaijena
(49.2% u ulju rizoma) (Radulovi¢ i sar., 2010). Pokazano je da etarsko ulje poseduje jaku
selektivnu antimikrobnu aktivnost prema bakterijskom soju Bacillus subtilis sa minimalnom
inhibitornom koncentracijom (MIC) od 0.4-1.0 pg/ml (Radulovi¢ i sar., 2010). Fenolne
kiseline kao §to su galna, elaginska (ellagic) i 4-galoil hinska (4-galloyl quinic), flavonoid
kvercetin i tri njegova glikozida su indentifikovali u ekstraktima zdravca (Miliauskas i
saradnici, 2004a). Cak su i predlozili moguéu upotrebu ekstrakta zdravca u sprecavanju
kvarenja hrane (kobasica) (Miliauskas i sar., 2007).

o
HO O HO”
. OH o 7 WOH
HO Q O OH o Q\COOH
Z X O  OH OHO
0 HO
germakron elagicna kiselina d-gvaijen 4-galoil hinska kiselina
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3.3.2. Allium ursinum L. (Amaryllidaceae)

(lat. allium = beli luk; lat. ursinus = medvedi)

Rod monokotiledonih cvetnica Allium sadrzi oko 760 do 800 biljnih vrsta koje rastu Sirom
Severne hemisfere (Stearn 1992, Ernst i sar., 1998). Skorasnja klasifikacija deli Allium rod na
15 podrodova i 72 sekcije (Hirschegger, 2010). Ekonomski i nutritivno najvaznije biljke ovog
roda su lukovi: beli (A. sativum), crni (A. cepa) i praziluk (A. ampeloprasum) koji se koriste
Sirom sveta u ishrani.

Slika 3.3.3: Izgled biljne vrste Allium ursinum L.

Allium ursinum L. (Amaryllidaceae) je u narodu poznatiji pod imenom divlji luk, medvedi
luk ili sremus. To je viSegodiSnja zeljasta biljka koja prirodno raste u bukovim Sumama Sirom
Evrope i Severne Azije (Schmitt i sar., 2005, Wu i sar., 2009, Kojic i sar., 1998). U Srbiji je
rasprostranjena
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Slika 3.3.4: Izgled biljne vrste Allium ursinum L.
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Biljna vrsta koja formira guste populacije u Sumama i platoima sa humusnim zemljiStem
(Tomié¢, 1992). Poseduje jednu lukovicu, duguljastu, do 6 cm dugacku. Stablo je uspravno,
trostrano, do 40 cm visoko. U osnovi stabla rastu dva elipti¢no-lancetasta lista na dugim
drskama. Cvetovi su grupisani u viSecvetne Stitaste cvasti i bele su boje. Listovi peragona su
slozeni u dva kruga.

Seme je okruglo, crveno. Biljka cveta od aprila do jula (Koji¢ i sar., 1998). Divlji luk se javlja
u gustim populacijama sa vrlo malo ili bez drugih biljnih vrsta u tom podrucju, iskazujuéi
visok alelopatski efekat (Djurdjevi¢ i sar., 2003).

Koristi se svez nadzemni deo biljke (Allii ursini herba recens) ili sveza lukovica (A. u. bulbus
recens). Nadzemni deo se bere u prole¢e pre cvetanja biljke, a lukovica avgusta pre
sazrevanja semena, jer biljna vrsta rano zavrsava vegetativni razvoj. Ubrane lukovice mogu
da se ¢uvaju nekoliko dana na prohladnom mestu (Koji¢ i sar., 1998). Najveéi deo preparata
od sremusa u narodnoj medicini sacinjen je od vodeno-alkoholnog ekstrakta. Ti preparati se
koriste kod poremecaja zeludacno-crevnog trakta (infekcijske upale sluzokoze), kao
profilakticka sredstva protiv gripa i prehlade, snizavaju visok krvni pritisak i povoljno deluju
na kardiovaskularni sistem (Koji¢ i sar., 1998). Sremu§ se najc¢e$ce koristi kao svez, kao
izvrsna proleéna salata. Od osuSenih lukovica se priprema ¢aj, a od svezih alkoholna tinktura.
Postoje naucne studije o povoljnom dejstvu divljeg luka na organizam (Reuter, 1995).
Dokazano je da sremus$ snizava krvni pritisk, znac¢ajno snizava nivo ukupnog holesterola, a
podize nivo HDL holesterola (Preuss i sar., 2001). Takode su pokazana i njegova
kardioprotektivna (Rietz i sar., 1993), antiagregacijska (Hiyasat i sar., 2009), antimikrobna
(Ivanova i sar., 2009, Bagiu i sar., 2012, Reuter, 1995) i antioksidativna (Stajner i sar., 2008)
svojstva.

Postoji malo nau¢nih radova koji se bave hemijskim sastavom divljeg luka i uglavnom su
koncentrisani na sastav etarskog ulja (Schmitt i sar., 2005, Godevac i sar., 2008) ili sadrzaj
polifenola (Oszmianski i sar., 2013, Wu 1 sar., 2009, Carotenuto i sar., 1996, Parvu i sar.,
2010).

U svim delovima sremusa nalazi se malo (oko 0.07%) etarskog ulja koje je teZze od vode.
Etarsko ulje sarzi mnogo sumpornih jedinjenja, najvise dialil disulfida - 25%, dialil trisulfida
- 16.5%, 1-propenil alil disulfid - 16.5% i metil alil trisulfida — 14% (Godevac i sar., 2008).
Sremus sadrzi i jedinjenja flavonoidne strukture od kojih u najvecoj koliCini glikozide
kaempferola (Wu i sar., 2009; Carotenuto i sar., 1996).

/\/S\S/\/ /\/S\S/s\/\

dialil disulfid dialil trisulfid
/S\S/S\/\ /\/S\S/\/
OH O
metil alil trisulfid propenil alil disulfid

kaempferol
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3.3.3. Primula veris L. (Primulaceae)

(lat. primus = prvi; lat. ver, veris = prolece)

Primula veris je viSegodi$nja zeljasta biljka iz familije jagor¢evina (Primulaceae). Ima vise
narodnih imena od kojih su najpoznatija jagorcevina, jaglika, igli¢ica. Poseduje kratak koren,
lisnoj drsci, dlakavi ili gusto maljavi. Iz lisne rozete izrasta jedno ili viSe cvetonosnih stabala,
koje na vrhu nose vise cvetova u Stitu. Cvetovi su zuti sa narandzastom pegom u osnovi
venci¢a. Plod je mnogosemena Caura. Seme je loptasto, do 1.5 mm u precniku. Biljka cveta
tokom aprila i maja (Koji¢ i sar., 1998).

Jagor€evina raste na suvim, osuncanim livadama, u Siprazju i listopadnim Sumama, od
brdskih do planinskih predela. Rasprostranjena je Sirom Evrope i Azije.

Slika 3.3.5: Izgled biljne vrste Primula veris L.
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Slika 3.3.6: Izgled biljne vrste Primula veris L.
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Prema nasoj farmakopeji (Ph.Jug.IV) oficijalna droga je koren (Primule radix), a koristi se i
cvet (P. flos) sa ili bez ¢aSice. Koren starijih biljaka se vadi za vreme ili neposredno posle
cvetanja, opere se, odstrane se nadzemni delovi i odmah se suSi na suncu. Droga ima
svojstven miris, neprijatnog je ukusa i grebe u grlu. Cvet se prikuplja kada je dobro razvijen i
susi se u tankom sloju, na promajnom mestu u hladu. Jagorfevina je sekretolitik i
ekspektorans, pa je glavna primena preparata u tretmanu oboljenja respiratornog trakta kao
Sto su: kasalj, astma i bronhitis (Muller i sar., 2006; Koji¢ i sar., 1998). Takode se koristi kod
nesanice, nervoze, histerije i drugih neuroloskih poremecaja (Koji¢ i sar., 1998). Upotrebljava
se kao ¢aj od osuSenog i isitnjenog korena i/ili osusenih cvetova. Zbog sadrzaja saponina,
jagorcevina se ne sme predozirati niti koristiti duze od 6 sedmica jer se javljaju mucnina i
dijareja.

Vise autora je pokazalo da je hemijski sastav ekstrakata jagoréevine veoma sloZen.
Jagor¢evina sadrzi triterpenske saponine — priverosaponin B-22-acetate, primulasaponin 1 |1
koji su prisutni u velikoj koncentraciji, do 12% u suvom korenu (Muller i sar., 2006). Takode,
sadrzi: flavonoide - kvercetin, luteolin, kaempferol, isoramnetin, apigenin, epikatehin,
epigalokatehin i flavonske glikozide (Karl i sar., 1981), metoksiflavone - 3'-hidroksi-4',5'-
dimetoksiflavone i 3’-metoksi-4',5’-metilendioksiflavone (Huck i sar., 2000; Stecher i sar.,
2003, Budzianowski i sar., 2005) i fenolne glikozide (u najvecoj koli¢ini primulaverin i
primeverin) (Muller i sar., 2006).

HO,
()
HO ¢
/
o
HO!: (@)
HO
(0] O
\ /

primeverin primulaverin

3'-hidroksi-4',5'-dimetoksiflavon
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3.3.4. Stachys germanica L. (Lamiaceae)

(g. stachys, otayvg = klas, zbog izgleda cvasti; lat. germanica = germanski, nemacki)

Sirom sredozemlja, a na sever dopire do podunavskih zemalja i Karpata. U narodnoj medicini
se najceSc¢e koristi gornji deo biljke u cvetu koji ima jako antisepticko dejstvo. Iz debelih
kratkih rizoma izbijaju viSe ili manje uspravne, jednostavne ili razgranate stabljike. Listovi su
dugacki 3 do 10 cm, a Siroki 1 do 5 cm na duzoj ili kracoj peteljci. Bazalni i donji listovi
stabljike su pri osnovi neznatno srcasto useCeni. Cvetovi skoro sede¢i, formiraju zbijene
prividne prsljenove.
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Slika 3.3.8: Izgled biljne vrste Stachys germanica L.
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Krunica je spolja gusto pokrivena dugackim, svilastim dlacicama. Plodovi su dugacki 2 do
2.5 mm, glatki, crnkasti. Raste pored listopadnih Suma, na Sumskim cistacima i Sikarama.

Hemijske analize koje su do sada radene na biljnoj vrsti S. gemanica uglavnom su se odnosile
na ispitivanje sadrzaja etarskog ulja. Analizom etarskog ulja pronadena su jedinjenja
terpenoidne

strukture od kojih su najzastupljeniji: borneol, biciklogermakren, (Gruji¢-Jovanovi¢ 1 sar.,
2008), (E)-p-farnesen, germakren D, (Gruji¢-Jovanovi¢ i sar., 2004), kariofilen oksid, (E)-
nerolidol, p-kariofilen (Radulovié i sar., 2007).

ee v

tretman nekih pluénih oboljenja. Nekoliko nau¢nih studija pokazalo je da etarsko ulje i
liposolubilna jedinjenja iz S. germanica-e pokazuju antioksidantnu i antimikrobnu aktivnost
(Lazarevi¢ i sar., 2010; Skaltsa i sar., 2003; Conforti i sar., 2009). Fitohemijske studije druge
velike grupe sekundarnih metabolita — fenolnih jedinjenja su veoma retke.

H . H
o /
H S 5 =
H H
OH
borneol germakren D kariofilen-oksid kariofilen biciklogermakren
= N N = X X
HO
(E)-B-farnesen (E)-nerolidol
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3.4. Antioksidanti

3.4.1 Slobodni radikali i oksidativni procesi u celiji

(Korac¢evi¢ i sar., 2003. Biohemija; Cekovi¢, Hemijska ¢itanka, 1999; Basic Medical
Biochemistry a Clinical Approach, Dawn B. Marks, Allan D. Marks, Colleen M. Smith,
2004)

Slobodni radikali su hemijske vrste koje poseduju jedan (ili viSe) nesparenih elektrona. Zbog
toga $to imaju nesparene elektrone vrlo su reaktivni i neselektivni. Mogu biti elektroneutralni
ali i pozitivno ili negativno naelektrisani (radikal katjoni i radikal anjoni, slika 3.4.1).
Slobodni radikali nastaju homoliti¢kim raskidanjem postoje¢e hemijske veze (termolizom,
fotolizom, zracenjem visoke energije) ili oksidoredukcionim procesima.

Nt S

saels

Slika 3.4.1:radikal anjon (benzofenon anjon radikal) i radikal katjon (N,N-dimetilbenzen
radikal katjon)

U zivim ¢elijama produkcija slobodnih radikala je vezana za razli¢ite procese u spoljasnjoj
sredini (jonizujuce, ultraljubicasto 1 toplotno zracenje, biohemija azotovih oksida i dr.) 1
procese u samoj celiji. To su oksidativna fosforilacija (u mitohondrijama), oksidativna
hidroksilacija (u mikrozomima), fagocitoza, kataliticke reakcije nekih enzima (oksidaza),
procesi lipidne peroksidacije, reakcije oksidoredukcije u prisustvu metala sa promenljivom
valencom i dr. (Koradevi¢ i sar., 2003)

Molekul kiseonika ima dva nesparena elektrona, paralelnog spina, lokalizovana u odvojenim
antivezivnim molekulskim orbitalama (Filipovi¢ i Lipanovi¢, 1981; slika 3.4.2). Zbog toga je
molekulski kiseonik, u svome osnovnom i istovremeno najstabilnijem stanju biradikal i
predstavlja snazno oksiduju¢e sredstvo. U Zivim Celijama sa aerobnim metabolizmom, u
procesu oksidativne fosforilacije koja se odvija u mitohondrijama, molekulski kiseonik se
potpuno redukuje uz uéesée 4 e i 4 H':

0, + 4H* + 4e~ — 2H,0

Medutim, ova redukcija se ne odvija u jednom stupnju ve¢ u viSe uzastopnih koraka.
Ovakvom postupnom redukcijom, odnosno primanjem po jednog elektrona nastaju delimi¢no
redukovani oblici molekulskog kiseonika:
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e Singletni kiseonik (*0,),
e Superoksid anjon-radikal (0,"),
e Hidroksil-radikal (OH"),
e Peroksidni anjon (0,%).
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Slika 3.4.2: MO dijagram molekula kiseonika (valentne orbitale)

Singletni kiseonik (*O,) nastaje dovodenjem energije molekularnom kiseoniku. Iako ovaj
oblik kiseonika nije pravi radikal, jer ne sadrZi nesparene elektrone, poseduje visok
oksidacioni potencijal pa moze da ucestvuje u procesima ostecenja celije.

Superoksid anjon-radikal (O,"), odnosno hidroperoksidni radikal (HOO® u svojoj
protonizovanoj formi) nastaje jednoelektronskom redukcijom molekula kiseonika u
respiratornom lancu mitohondrija tokom oksidacione fosforilacije. U organizmu superoksid
anjon-radikal nastaje i tokom transporta kiseonika hemoglobinom, a moze nastati i kao
produkt razli¢itih enzimskih reakcija (ksantin-oksidaze, triptofan-oksidaze i aldehid-
oksidaze). Nastaje takode i autooksidacijom flavoproteina, adrenalina i drugih molekula.

Hidroksil-radikal (OH") nastaje kao produkt nepotpune redukcije molekula kiseonika
primanjem tri elektrona. Hidroksil-radikal je snazno oksidaciono sredstvo i predstavlja
najreaktivniji kiseoni¢ni radikal. Vreme njegovog poluZivota iznosi oko 7-10™° sekundi, §to
je razlog da se njegovi toksi¢ni efekti ostvaruju upravo na mestu njegove produkcije. Visoka
reaktivnost i mala selektivnost ¢ine ga veoma opasnim po integritet i funkcionalnost ¢elije).

U bioloskoj sredini hidroksil radikal nastaje dvema reakcijama:

e Reakcijom Haber-Weiss-a:
H,0, + 05 — OH + 0, + OH-
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e Fentonovom reakcijom:

H,0, + Fe?* — Fe3* + OH + OH™

Da bi gvozde (u manjoj meri i drugi metali promenljive valence) ostvarilo katalitiCku ulogu u
Fentonovoj reakciji produkcije hidroksil radikala ono mora biti slobodno, odnosno
oslobodeno od proteina sa kojima se kompleksira u celiji ili krvnoj plazmi. Gvozde u
kompleksu sa proteinima (transferin, feritin, laktoferin, hemoglobin) nije reaktivno te ne
moze katalizovati nastajanje hidroksil-radikala u prisustvu vodonik-perosida i superoksid
anjon-radikala.

Vodonik-peroksid (H,O,) je protonovana forma peroksidnog anjona (O,%) i predstavlja
najstabilniji intermedijerni proizvod redukcije kiseonika do vode. Sa ve¢inom organskih
supstrata reaguje vrlo sporo. U biohemijskim sistemima najceS¢e nastaje superoksid
dismutazom (SOD) katalizovanom dismutacijom superoksid anjon-radikala (reakcija 1), ali i
pri katalitickoj aktivnosti enzima glikolat-oksidaza, oksidaza D-amino kiselina i urat-
oksidaza. S obzirom da je vodonik-peroksid nepolarni molekul on lako prolazi celijsku i
unutaréelijske membrane, dok superoksidni anjon radikal prolazi kroz membrane
posredstvom anjonskih kanala.

SOD
0, + 05 +2Ht* —— H,0,+ 0, (1)

Cinjenica da difuzabilni vodonik-peroksid i superoksidni anjon-radikal nemaju visoku
oksidacionu sposobnost, a da se njihovom razgradnjom dobija hidroksilni radikal, daje se
pravo zakljucku da je neposredni oksiduju¢i agens Ccelijskih makromolekula upravo
hidroksilni radikal, dok vodonik-peroksid i superoksidni radikal verovatno posreduju u
transportu oksidacionih ekvivalenata. Tako da se nezeljeni efekat oSte¢enja Celije i tkiva
slobodnim radikalima ostvaruje i van mesta njihove primarne produkcije.

3.4.2 Bioloski efekti slobodnih radikala

Slobodni radikali kao izuzetno reaktivne hemijske vrste dovode do oksidativnog oStecenja
¢elijskih struktura velikim brojem mehanizama:

e Peroksidacija polinezasi¢enih masnih kiselina pra¢ena je poremecajem propustljivosti
i fluidnosti membrana;

e Oksidacija tiolnih grupa enzima dovodi do inaktivacije enzima;

e Obrazovanje unakrsnih veza izmedu MDA i fosfolipida odnosno proteina u celijskoj
membrani menja adaptivnu sposobnost biomembrana;
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e Oksidativno cepanje molekula nukleinskih kiselina dovodi do mutacija i
kancerogeneze.

U sustini, svaki tip molekula moze biti oSteCen ovim procesom §to moze imati mnoge
negativne posledice. Lipidna peroksidacija je najizrazitiji negativni fenomen u delovanju
slobodnih radikala i predstavlja autokataliticki i najceSce ireverzibilan proces. Peroksidacija
polinezasi¢enih masnih kiselina prolazi kroz stadijum inicijacije, stadijum propagacije
(stadijum dalje peroksidacije i grananja reakcija oksidacije) i stadijum terminacije (slika
3.4.3). Ovaj autokataliticki ciklus se moze propagirati sve dok se lanac reakcija ne prekine
sjedinjavanjem dva radikala u neradikalski proizvod. Medutim, najces¢e dolazi do
stacionarnog ali ne i do trajnog zaustavljanja procesa jer akumulirani produkti lipidne
peroksidacije mogu biti sami po sebi reaktivni.

Inicijaciju lipidne peroksidacije moze pokrenuti bilo koji oksidans sposoban da oduzme atom
vodonika koji se nalazi u a-polozaju od mesta dvostruke veze u molekulu masne kiseline iz
lipidne membrane. Od svih kiseoni¢nih radikala najveci oksidacioni potencijal ima hidroksil-
radikal pa je on najceS¢e odgovoran za inicijaciju ovog procesa. U fazi inicijacije pored alkil
radikala nastaju i drugi primarni produkti lipidne peroksidacije (konjugovani dieni,
peroksidni radikali i lipidni hidroperoksidi). Druga faza ovog procesa predstavlja degradaciju
nestabilnih primarnih produkata pri ¢emu se dobijaju brojni sekundarni produkti:
kratkolancani ugljovodonici, aldehidi i ketoni, kao i krajnji produkt lipidne peroksidacije —
malon dialdehid (MDA). Pored brojnih sekundarnih produkata stvaraju se i novi radikali koji
dalje propagiraju slobodnoradikalsku reakciju i uslovljavaju da se lipidna peroksidacija
lan¢ano ponavlja. Vrlo reaktivni sekundarni produkti, posebno MDA, reaguju sa slobodnim
SH i NH; grupama aminokiselina, peptida, proteina, nukleotida i fosfolipida dovode¢i do
kovalentne modifikacije ovih makromolekula $to rezultuje gubitkom njihove funkcije.
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Slika 3.4.3: lipidna peroksidacija
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3.4.3 Antioksidanti i zastita od oksidativnih oStecenja

Antioksidanti su supstance koje, prisutne u malim koli¢inama u odnosu na supstrat koji je
podlozan oksidaciji (lipidi, proteini, ugljeni hidrati, DNK), znac¢ajno inhibiraju ili potpuno
sprecavaju njihovu oksidaciju. Delovanje antioksidanata zasniva se na njihovoj sposobnosti
da (Aruoma, 1996):

e deluju kao "skevindzeri" slobodnih radikala, odnosno donori elektrona ili H-atoma;
e kompleksiraju jone metala, sprecavajuci njihovu kataliticku funkciju u procesima;
e razgraduju lipidne hidro-peroksida i daju slobodnih radikala;

* razgraduju hidro-perokside lipida, transformisuci ih u neradikalske vrste;

e sprecavaju dejstvo singletnih oblika kiseonika;

e inhibiraju neke enzime;

e pokazuju sinergisticke efekte;

e redukuju neka jedinjenja.

Skorija istrazivanja pokazuju da $to je ishrana bogatija prirodnim antioksidantima to je manja
ucestalost bolesti u ispitivanoj populaciji (Krishnaiah i sar. 2011). Takode je pokazana veza
izmedu reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i raznih degenerativnih bolesti ukljucujuci: dijabetes,
kancer, artritis, kardiovaskularne bolesti, Alchajmerove i Parkinsonove bolesti, Daunovog
sindroma, starenja i dugih (Aruoma, 2003). Brojne studije su potvrdile korisno dejstvo
prirodnih antioksidanasa (Denisov i Afanasev, 2005).

OH
HO OH

OH OH OH OH

/o /o OH H

BHA BHT TBHQ PG

Slika 3.4.4: Neki vestacki antioksidanti

Najcesce koriSceni sinteticki antioksidanti u prehrambenim proizvodima su butilovani
hidroksianizol (BHA), butilovani hidroksitoluen (BHT), propilgalat (PG) i terc-
butilhidrohinon (TBHQ) (slika 3.4.4). Zbog toksikoloskih razloga prekomerna upotreba
sintetskih antioksidanata je dovedena u pitanje, a zahtevi potroSaca su usmereni ka korisc¢enju
prirodnih antioksidanata (Moure i sar., 2001).
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3.4.4 Antioksidantni enzimi

Zivot u sredini bogatoj kiseonikom i odvijanje aerobnog metabolizma ne bi bili mogu¢i bez
prisustva antioksidativnih sistema zastite od reaktivnih kiseoni¢nih metabolita. Tokom
evolucije doslo je do razvoja enzima, koji zajedno sa odredenim jedinjenjima manje
molekulske mase sacinjavaju sistem zastite od oksidacionih oStecenja.

Superoksid-dismutaze (SOD) (EC 1.15.1.1.) predstavljaju grupu enzima prisutnih u svim
aerobnim organizmima i katalizuju reakciju dismutacije superoksid anjon-radikala do
vodonik peroksida i molekulskog kiseonika (reakcija 1). lako obavljaju istu funkciju postoji
vise vrsta superoksid-dismutaza koje se razlikuju po metalu koji se nalazi u aktivnom centru
(Cu, Mn, Zn, Fe).

Katalaza (CAT) (EC 1.11.1.6.) je enzim koji katalizuje razgradnju vodonik-peroksida do
molekulskog kiseonika i vode. Reakcija je dvostepena i iziskuje vezivanje dva molekula
vodonik-peroksida:

CAT + H,0, — ]Jedinjenjel

Jedinjenje I + H,0, — CAT + H,0 + O, 2

Katalaza je tetramer koji u svakoj subjedinici sadrzi hem grupu kao deo aktivnog centra
enzima.

Peroksidaze su velika grupa enzima koje katalizuju reakciju razgradnje vodonik-peroksida i
drugih organskih peroksida:

GP
H,0, + 2GSH —— 2H,0 + GSSG (3)

Glutation peroksidaza (GPx) (EC 1.11.1.9.) je tetramerni enzim sa selenom u aktivnom
centru koji uklanja vodonik-peroksid i pri nizim koncentracijama (kada je mala verovatnoca
za odigravanje reakcija 2). Da bi mogla kontinuirano da se odvija reakcija 3 neophodna je
stalna regeneracija oksidovanog oblika glutationa (GSSG) Sto se postize reakcijom koju
katalizuje glutation-reduktaza (GR) (EC 1.6.4.2.):

GR
GSSG + 2NADPH + H* —— 2GSH + NADP*

Glutation S-transferaza (EC 2.5.1.18) je enzim koji katalizuje vezivanje glutationa preko
sulthidrilnih grupa za elektrofilne centre hidrofobnih molekula. Na ovaj nacin molekuli
postaju lakSe rastvorljivi u vodi 1 lakSe se transportuju do vakuole ili apoplasta. Medu
supstratima ovih enzima se nalaze neki sekundarni biomolekuli biljaka kao i veliki broj
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ksenobiotika. Ovi enzimi su odgovorni za detoksifikaciju elektrofilnih i veoma citotoksi¢nih
proizvoda lipidne peroksidacije izazvane oksidativnim stresom.

2.4.5 Neenzimski antioksidanti

Glutation (GSH) je po svojoj strukturi tripeptid (a-L-glutamil-L-cistein-glicin). Neophodan
je u sintezi i degradaciji proteina, sintezi DNK, u redukcionim procesima i regulaciji enzima i
ucestvuje kao kofaktor u reakcijama nekih antioksidativnih enzima.

SH

H
HOOC N\V/COOH

o)
N
H
H, o)

Zun

Slika 3.4.5: Glutation

Askorbinska kiselina (vitamin C) uklanja superoksid anjon-radikal i vodonik-peroksid pri
¢emu nastaje semidehidro-askorbat koji je radikal ali nije reaktivan. Reakcijom dva molekula
dobija se askorbinska i dehidro-askorbinska kiselina.

Slika 3.4.6: oksidacija askorbinske kiseline

a-tokoferol (vitamin E) kao liposolubilna komponenta zasStite od oksidacionih o$teé¢enja
reaguje sa slobodnim radikalima u ¢elijskoj membrani i1 pri tome nastaje radikal vitamina E.
Usled delokalizacije nesparenog elektrona u aromati¢nom jezgru ovaj radikal je slabo
reaktivan. Vitamin C redukuje radikal vitamina E na prelazu iz lipidne u vodenu fazu.

Slika 3.4.7: a-tokoferol

Fenolna jedinjenja ili polifenoli, u svojoj strukturi sadrze aromati¢ni prsten sa jednom ili
viSe hidroksilnih grupa. Smatra se da je antioksidantna aktivnost fenola prvenstveno rezultat
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njihove sposobnosti da budu donori vodonikovih atoma i kao takvi uklanjaju slobodne
radikale uz formiranje manje reaktivnih fenoksil radikala:

o
+ ROO —> © + ROOH

Povecana stabilnost fenoksil radikala pripisuje se prvenstveno delokalizaciji elektrona i

OH

postojanju vise rezonantnih formi:

o fombonied

Sa povecanjem stabilnosti nastalog fenoksil radikala poveéava se moguénost nastajanja
reakcija koje dovode do slobodno radikalskih procesa kod flavonoida, kumarina i fenolnih
kiselina. Dokazano je da su vicinalne diolne funkcije znacajne za kapacitet hvatanja radikala
kao 1 da metoksilacije ili glikolizacije o-hidroksi grupa kumarina i esterifikacija fenolnih
kiselina smanjuju antioksidativnu aktivnost ovih jedinjenja.

OH

Osim pomenutog mehanizma, biljni fenoli mogu i helatiranjem jona metala spreciti njihovo
kataliticko dejstvo u produkciji kiseoni¢nih i drugih radikala (Duh i sar., 1999).
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3.4.6 Hemijske metode za odredivanje slobodnih radikala

Vecina spektrofotometrijskih metoda koja se koristi za odredivanje (bolje re¢i procenu)
antioksidantne sposobnosti nekog uzorka moze se svrstati u dve grupe. U prvu grupu spadaju
metode koje se baziraju na neutralisanju nekog obojenog slobodnog radikala koji sluzi kao
standard. Smanjenje obojenosti rastvora nam kazuje o antioksidantnoj sposobnosti ispitivane
supstance. U ove metode spadaju ABTS, DPPH, DMPD i druge (detaljnije ¢e o njima biti
re¢i u eksperimentalnom delu). Velika mana ovih metoda je ta §to je za njihovu primenu
potreban radikal dovoljno stabilan da postoji u rastvoru u duzem vremenskom periodu (da bi
sama metoda bila ponovljiva). Sto je radikal stabilniji to je selektivniji, a to najéesée nije
slu¢aj sa radikalima koji se javljaju u bioloskim sistemima. Tako da upotrebljeni model-
radikali ne mogu biti dobra zamena za radikale iz bioloskih sistema.

400

200

-200

-400 -

T T T T T T
3320 3330 3340 3350 3360 3370

Slika 3.4.8: I1zgled EPR spektra metoksimetil radikala

Druga grupa antioksidantnih spektrofotometrijskih testova zasniva se na sposobnosti
ispitivanog uzorka da redukuje katjon nekog prelaznog metala vezanog u kompleks (najcesce
Fe** ili Cu®"). U ove metode spadaju FRAP, IRA, Cuprac i druge (i o njima ¢e detaljnije biti
re¢i u eksperimentalnom delu). Pogodnim izborom kompleksiraju¢ih liganda moze se
podesavati oksido-redukcioni potencijal para M™/M®Y*. Posto se ove metode u osnovi
baziraju na oksido-redukcionim reakcijama njihova mana je da mogu da detektuju neke vrste
koje nemaju antioksidantna svojstava (na primer, jon Ce** je sposoban da redukuje Fe*"). Sa
druge strane, mogu da ne detektuju neka jedinjenja koja pokazuju antioksidantna svojstva
(metoda FRAP slabo detektuje tiole).
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Jedina prava metoda za ispitivanje slobodnih radikala, sposobna da detektuje nesparene
elektrone, je elektron spin rezonanca (ESR) ili elektron paramagnetna rezonanca (EPR)?.
To je spektroskopska metoda za ispitivanje hemijskih vrsta koje poseduju nesparene
elektrone. Osnovni princip rada sli¢an je nuklearnoj magnetnoj rezonanci (NMR) sa tom
razlikom §to se pobuduje elektronski spin umesto spina atomskog jezgra. Kako veéina
stabilnih molekula poseduje sparene elektrone oni su nevidljivi ovom tehnikom, pa je EPR
visoko specificna za hemijske vrste sa nesparenim elektronima. Takode, ve¢ina rastvaraca
koja se upotrebljava u hemiji ne smeta snimanju spektara. Na slici 3.4.8 dat je izgled EPR
spektra metoksimetil radikala.

2 EPR kao fenomen prvi put je zapazio sovjetski fizicar Jevgenij Zavojski (EBremmii 3aBoiickuii) 1944 sa
Kazanskog drzavnog univerziteta. Nezavisno od njega Brebis Bleni (Brebis Bleaney) je na Univerzitetu Oksford
dosao do istog otkrica.
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3.5. UV-VIS spektrofotometrija

3.5.1 Nastajanje UV-VIS spektara

Spektrofotometrija je apsorpciona metoda koja se zasniva na proucavanju zavisnosti
apsorpcije svetlosti od talasne duzine zracCenja pri prolasku kroz supstancu. Apsorpcija se
moze pratiti kako u ultraljubicastoj (UV) i vidljivoj (VIS) oblasti tako i u infracrvenoj (IC),
mikrotalasnoj i radiofrekventnoj oblasti. U analiti¢koj praksi od interesa je oblast od 200 do
1000 nm.

A =
E _ ——  Elektronski energetski nivoi
—— == Vibracioni energetski nivoi
e Rotacioni energetski nivoi
5 = ] I Prelazi elektrona
S] I A
5, -

A

Slika 3.5.1: Elektronski prelazi i UV-VIS spektar molekula

Prilikom interakcije elektromagnetnog zraCenja sa materijom moguci su mnogi Procesi
(refleksija, rasipanje, apsorpcija, fluorescencija/fosforescencija, fotohemijske reakcije).
Uopsteno, pri merenju UV-VIS spektara pozeljno je da svi procesi osim apsorpcije budu
zanemarljivi.

Posto je svetlost jedan od oblika energije, apsorpcija svetlosti od strane materije dovodi do
povecanja energetskog sadrzaja atoma ili molekula. Ukupna potencijalna energija molekula
moze se uopSteno predstaviti kao suma elektronske (E.) vibracione (E,) i rotacione (E;)
energije:
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E=E.+ E, + E;
pri cemu je E¢ > E, > E;

Koli¢ina energije koju svaki molekul moze da poseduje je serija diskretnih vrednosti.
Energija kvanta apsorbovane svetlosti odgovara energiji potrebnoj za prelazak elektrona sa
nizeg na visi energetski nivo. U sluc¢aju molekula, vibracioni i rotacioni energetski nivoi se
superponiraju sa elektronskim i zbog toga §to postoji mnogo mogucih elektronskih prelaza u
apsorpcionom spektru se pojavljuju trake (slika 3.5.1). Zbog interakcija sa rastvaracem
apsorpcione trake su Sire ako je supstanca rastvorena.

Slika 3.5.2: Prolazak zraka svetlosti kroz kivetu

Kada svetlost prolazi kroz kivetu (slika 3.5.2) u kojoj se nalazi uzorak za analizu, koli¢ina
apsorbovane svetlosti predstavlja razliku izmedu intenziteta upadne svetlosti (Ip) 1 propustene
svetlosti (lp) i izrazava se transparencom ili apsorbancom. Transparenca predstavlja odnos
propustene i upadne svetlosti:

T= 1/l
Apsorbanca se definise kao:
A=—logT
Odnosno
A= —logT = —log(I,/I) = abC (3.5)
Gde je:

e a: molarna apsorptivnost;
e Db: debljina sloja;
e C: koncentracija apsorbujuce supstance.
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Izraz 3.5 predstavlja Lambert-Beer-ov zakon koji kaze da je apsorbanca rastvora direktno
proporcionalna koncentraciji apsorbujuce vrste i debljini sloja kroz koje zraCenje prolazi.
Lambert-Beer-ov zakon je oshova kvantitativne spektrofotometrijske analize. Za
kvantitativnu analizu je bitno da se merenja apsorbance vrse sa najve¢om moguc¢om tacnoséu
1 osetljivosc¢u. Da bi se to postiglo bitan je izbor talasne duzine na kojoj se merenje vrsi. Ona
mora da ispuni nekoliko uslova:

e Da se merenjem postize maksimalna osetljivost;
e Da mala promena talasne duZine ne uti¢e na reproduktivnost;
e DavaZi Lambert-Beer-ov zakon.

U rastvoru koji sadrzi vise komponenti koje apsorbuju elektromagnetno zracenje, a koje
medusobno ne reaguju, apsorbanca ratSvora jednaka je zbiru pojedina¢nih apsorbanci svih
komponenti:

A:ZAlel‘l‘ A2+A3+’”+ An

Molarna apsorptivnost (naziva se jos i ekstinkcioni koeficijent) je karakteristika analizirajuce
supstance i konstantna je vrednost za konstantne uslove snimanja (talasna duzina,
temperatura i rastvara¢). U praksi, vrednost molarne apsorptivnosti takode zavisi i od
karakteristika upotrebljenog aparata. Zbog toga se u kvantitativnoj analizi najée$ce ne Koristi
ve¢ odredena vrednost, nego se svaki put snima kalibraciona prava koriste¢i standardni
rastvor ispitivane supstance.

Boja je vazno svojstvo svake supstance. Boja materije je usko povezana sa apsorpcijom i
refleksijom svetlosti. Ljudsko oko vidi komplementarnu boju onoj koja je apsorbovana (slike
3.5.3 1 3.5.4). U praksi, nastajanje 1 opazanje boja su veoma kompleksni procesi koji zavise
takode 1 od spektra upadne svetlosti 1 od povrSinske strukture posmatranog predmeta.
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Slika 3.5.3: Apsorpcija i doZivljaj boje
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800 — Absorbovana  Komplementarna
Talasna duZina [nm] boja boja
- 650-780 N
595-650 e
560-595 EE
o 500-560 E R
490-500 - =
U 480-490 E
435-480 =
400 — 380-435 =

Slika 3.5.4: Absorbovane i komplementarne boje

3.5.2 Instrument za UV-VIS odredivanje (spektrofotometar)

Spektrofotometar je instrument koji sluzi za merenje apsorbance (ili transparence) uzorka u
funkciji od talasne duZine upotrebljenog elektromagnetnog zracenja. Klju¢ne komponente
spektrofotometra su:

e Izvor koji generiSe Sirok spektar elektromagnetnog zracenja;

e Disperzioni element koji iz datog spektra izdvaja usku oblast talasnih duZina;
e Uzorak za analizu,

e Jedan ili viSe detektora koji mere intenzitet propusStenog zracenja;

e Opticki delovi-prizme, soCiva i ogledala koji sluze da usmere svetlosni snop.

Idealni izvor zracenja treba da daje svetlost konstantnog intenziteta u celom opsegu talasnih
duzina, sa malim Sumom i velikom stabilnosti. Na Zalost, takav izvor ne postoji. Dva izvora
zraCenja se najceSce upotrebljavaju u UV-VIS spektrofotometriji.

Prvi izvor, deuterijumova lu¢na lampa (slika 3.5.5A), daje kontinuum dobrog intenziteta u
UV i u jednom delu VIS oblasti. Takode, savremene deuterijumske lampe daju mali Sum.
Tokom vremena intenzitet zra¢enja koji daje ova lampa lagano opada. Drugi izvor zracenja je
volframova lampa (slika 3.5.5B). Ona daje spektar dobrog intenziteta u delu UV i celoj VIS
oblasti. Karakteristika ovih lampi je takode mala koli¢ina Suma. Mnogi spektrofotometri
koriste kombinaciju deuterijumske i volframove lampe pri ¢emu one pokrivaju kompletnu
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oblast talasnih duzina od 200 do 1000 nm. Alternativa ovim dvema lampama je ksenonska
lampa (slika 3.5.5C) koja daje dobar kontinuum talasnih duzina u celoj oblasti UV-VIS
spektra. Medutim, ona daje znacajno vise Suma od prethodne dve pa najcesce nije pogodna za
kvantitativna odredivanja.
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Slika 3.5.5: Spektralni profil deuteriumske (A), volframove (B) i ksenonove (C) lampe

Monohromator

isperzioni element
@ Ulazni razrez

lzvor zracenja

Detektor

Uzorak

Izlazni razrez

Slika 3.5.6: osnovni delovi UV-VIS spektrofotometra

Disperzioni element ima funkciju da snop polihromatskog zracenja razlozi na pojedine
talasne duzine, odnosno uske oblasti talasnih duzina. U spektrofotometriji se najcesce koriste
prizma i difrakciona resetka (slika 3.5.7). Prizme su proste i jeftine, ali disperzija svetlosti je
ugaono zavisna; takode ugaona disperzija je temperaturno zavisna. Zbog toga se u modernim
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spektrofotometrima uglavnom koriste difrakcione reSetke umesto prizmi. One se prave tako
Sto se na staklenoj plocici mehanicki nanese niz veoma malih ureza. Dimenzije ureza su reda
veliCine talasne duzine svetlosti koja treba da se difraktuje. U novije vreme, difrakcione
reSetke se prave koriste¢i poseban hologramski proces koji podrazumeva iscrtavanje
difrakcione mreze laserom, a zatim nanoSenje sloja aluminijuma. ReSetke dobijene na ovaj
nacin nazivaju hologramske difrakcione reSetke i njihova cena je znatno niza nego cena
reSetki dobijenih tradicionalnim postupkom. Hologramske difrakcione resSetke imaju linearnu
ugaonu disperziju koja nije zavisna od talasne duzine i temperature.

Detektori pretvaraju svetlosni signal u elektri¢ni signal. Idealni detektor poseduje linearnu
osetljivost u Sirokom rangu talasnih duzina i intenziteta svetlosti, sa malim Sumom i velikom
osetljivos¢u. Moderni spektrofotometri sadrze fotomultiplikator ili fotodiodni niz.
Fotomultiplikator ima dobru osetljivost u celom UV-VIS regionu pri malom intenzitetu
svetlosti. U kvantitativnoj analizi to znaci da se sa ve¢om sigurno$¢u mogu detektovati male
razlike izmedu slepe probe i1 uzorka za analizu. Samim tim, mogu se odredivati male koli¢ine
supstance. Fotodiodni niz kao detektor ima Siroki opseg detekcije talasnih duzina, Sto ga ¢ini
idealnim za snimanje celog UV-VIS spektra u kratkom vremenskom intervalu. Sastoji se od
serije fotodioda poredanih jedna do druge na silikonskom kristalu. Svaka fotodioda se ponasSa
kao minijaturni kondenzator koji se razelektriSe kad svetlost padne na nju. Koli¢ina
naelektrisanja potrebna da se kondenzator do kraja razelektrise, obrnuto je proporcionalna
broju fotona detektovanih na svakoj fotodiodi, koji su pak proporcionalni intenzitetu
svetlosti.

(a) Prizma

(b) Opticka resetka

Prvi red ’
L Drugi red

Slika 3.5.7: Disperzioni elementi (a) prizma i (b) optic¢ka resetka
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Slika 3.5.7: Transmisione karakteristike materijala za izradu kiveta

Tabela 3.5.1: Osobine nekih ¢esto korisé¢enih rastvaraca

Cutt-off talasna

Rastvarad Polarnost! duzina (nm)? Opasnost
Destilovana voda 78.5 <195 Nema
Heksan 1.9 199 Zapaljiv
Etanol (apsolutni) 24.3 207 Zapaljiv
Metanol 32.6 210 Zapaljiv, Toksican
Cikloheksan 2.0 211 Zapaljiv
Hloroform 4.8 246 Zapaljiv, Toksi¢an
Dimetilsulfoksid 46.7 270 Zapaljiv, Iritirajuci
Aceton 20.7 331 Zapaljiv

ldielektri¢na konstanta na sobnoj temperaturi; “talasna duZina na kojoj je transparenca rastvaraca u kiveti
od 10 mm manja od 10%
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Posto se UV-VIS sprektrofotometrom najces¢e snimaju tecni uzorci potrebno je da kiveta u
kojoj se oni nalaze bude transparentna za UV-VIS zra¢nje. Postoji viSe vrsta materijala od
kojih se izraduju kivete, a njihov apsorpcioni spektar je dat na slici (slika 3.5.8). Kivete od
akrilne plastike i obi¢nog stakla se ne mogu koristiti za snimanje spektara u UV oblasi jer
jako apsorbuju UV zracenje. Takode, mora se voditi rauna o rastvara¢ima koji se
upotrebljavaju, jer i oni mogu da apsorbuju u UV oblasti i za svaki rastvara¢ postoji grani¢na
talasna duzina ispod koje se ne moze obavljati snimanje (tabela 3.5.1).
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3.6. HPLC hromatografija

Teéna hromatografija je pronadena poc¢etkom XX veka radovima ruskog botani¢ara Mihaila
Cveta (Muxaun CeméHosuy LiseT). Njegovi pionirski radovi bili su fokusirani na razdvajanje
biljnih pigmenata (ekstrakovanih pomocu rastvaraca) pomocu kolone punjene kalcijum-
karbonatom. Cvet je napunio uspravnu staklenu kolonu ¢vrstim kalcijum-karbonatom ili
aluminijum-oksidom. Nakon toga, na vrh kolone naneo je ekstrakt homogenizovanih biljnih
listova 1 dopustio je da rastvara¢ lagano (noSen gravitacijom) prolazi kroz kolonu. Kako se
ekstrakt kretao niz kolonu razli¢ito obojene trake su se odvajale zato Sto su se neke
komponente tog ekstrakta kretale brze od drugih. Cvet je zakljucio da razli¢ito obojene trake
su u stvari razli¢ita jedinjenja koja su prisutna u originalnom ekstraktu. Ovim je on pronasao
analiticko razdvajanje komponenti smeSe bazirano na njihovoj razliCitoj interakciji sa
¢vrstom nepokretnom fazom (kalcijum-karbonat). Jedinjenja koja se jace vezuju za Cvrstu
fazu sporije se kre¢u kroz kolonu i obratno. Kalcijum karbonat nazvan je stacionarnom fazom
dok je rastvara¢ nazvan mobilnom fazom. Cvet je ovakav nadin razdvajanja nazvao
hromatografija (od grcke rec¢i chroma-boja i graf-pisati).

Akronim HPLC, izveden kasnih 1970-ih od High Preasure Liquid Chromatography ukazuje
da je potreban visok pritisak da bi se generisao protok te¢ne mobilne faze potreban za
prolazak kroz gusto pakovanu kolonu. U pocetku pumpe su bile sposobne da proizvedu
pritisak od oko 35 bara.

Noviji HPLC instrumenti mogu da proizvedu pritisak od oko 400 bara, imaju unapredene
injektore, detektore i kolone. HPLC je po¢eo masovno da se upotrebljava kasnih 1970-ih. Sa
unapredivanjem performansi tokom vremena (manje cestice u koloni, viSi primenjeni
pritisak...) akronim je ostao isti ali se P sada odnosi na Performance.

Te¢na hromatografija visokih performansi (High Performance Liquid Chromatography —
HPLC) je danas jedna od najmoc¢nijih metoda u analitickoj hemiji. Ona je sposobna da
razdvoji, identifikuje 1 kvantifikuje jedinjenja prisutna u te¢nom uzorku. Danas, cak i
komponente prisutne u tragovima (ispod ppt) lako mogu biti identifikovane.

Dalji napredak u tehnologiji izrade samog instrumenta i kolone (oko 2004.) rezultirao je
znaajnjim povecanjem rezolucije, brzine i osetljivosti u te¢noj hromatografiji. Kolone sa
manjim Cesticama (1.7 mikrona) i aparat sposoban da proizvede visoke pritiske (1000 bara)
su bili potrebni da bi se postigle bolje performanse. Ovakva metoda nazvana je tecna
hromatografija ultra performansi (Ultra Performance Liquid Chromatography — UPLC).
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3.6.1 Normal phase hromatografija

Ovaj vid hromatografije koristi se za razdvajanje polarnih komponenti. Razdvajanje se
zasniva na razlici u jacini polarnih interakcija izmedu analita u smesi i stacionarne faze. Sam
proces razdvajanja kod ove hromatografije je kompetitivni proces. Molekuli analita takmice
se sa molekulima mobilne faze za adsorpciona mesta na povrsini stacionarne.

Ovaj vid hromatografije se ponekad naziva i ¢vrsto—tecno ili adsorpciona hromatografija.
Kao stacionarna faza (materijal za pakovanje kolone) koriste se polarne supstance, dok je
eluent (mobilna faza) nepolaran. Kao materijal za pakovanje obi¢no se koriste Cestice
poroznog oksida silicijuma ili aluminijuma koje na svojoj povrSini sadrze OH grupe
(slobodne ili vodoni¢no vezane), i kao takve omogucavaju povrSinske interakcije molekula
analita sa stacionarnom fazom. lako se kao materijali za pakovanje mogu Koristiti i titanijum,
cirkonijum 1 florisil, oksid silicijuma je jo§ uvek najzastupljeniji materijal. Ovaj materijal je
porozan i nekristalan sa opStom formulom:

[SiOZ—x/Z (OH)x]n H0p

Silanolne Si—OH grupe odgovorne su za polarni karakter pakovanja koje se koristi u normal
phase hromatografiji. Na slici 3.6.1. prikazani su moguci tipovi povrsinskih silanola (Caude i
Jardi, 1995).

H
o—H
HO OH S
H\ H\ \ \S./ H
l’ l
o) o © o/ N o) O/ O/
72 4 ” 72
—Si— —Si-0-Si— —§—0—§j— —§i-0-Si— -—Si-0-Si—

Slika 3.6.1: Povrsinske grupe na silicijum oksidu

Cesto koriséeni rastvaraéi u normal phase hromatografiji su nepolarni rastvaradi: heksan,
dihlormetan, izopropil alkohol, etil-acetat, MTBE. Nepolarni karakter heksana i ostalih
alkana, Cesto ogranicava njihovu sposobnost da rastvore polarna jedinjenja. 1z tog razloga ,
mobilnoj fazi dodaju se male koli¢ine polarnih supstanci, tzv. modifikatori mobilne faze
(alkohol, etil acetat). Na ovaj nacin pobolj$ava se rastvaranje polarnih jedinjenja u mobilnoj
fazi, vr$i se kontrola retencije i potpomaze eluiranje. PovrSina adsorbensa je prekrivena
slojem molekula rastvaraca. Da bi doSlo do retencije molekula analita, potrebno je da se
molekuli rastvaraca izmeste da bi se oslobodila adsorpciona mesta za molekule analita. Voda
kao rastvara¢ se ne koristi kod ove hromatografije, jer u vodenim uslovima dolazi do
deaktivacije silanolnih grupa koje se solvatisu molekulima vode.
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3.6.2 Reversed phase hromatografija

Hromatografija obrnutih faza (Reversed Phase) je najées$c¢e koris¢eni vid hromatografije za
analiticko 1 preparativno odvajanje. Njena Siroka upotreba delom potice od ¢injenice da ona
zahteva vodenu mobilnu fazu. Sam naziv reversed phase poti¢e od toga §to je stacionarna
faza kod ove hromatografije nepolarna dok je mobilna faza polarna. Najzastupljenije
stacionarne faze koje se koriste kod ove hromatografije su nepolarne, hidrofobne vrste (npr.
oktadecil, oktil ili fenil grupe) koje su vezane za povrSinu silika gela siloksanskim
(sililetarskim) vezama. Na ovim stacionarnim fazama je moguce razdvajanje hidrofobnih
jedinjenja kao i ve¢ine hidrofilnih jedinjenja. (Doyle i Dorsey, 1995).

Najcesce koriSceni rastvaraci u reversed phase hromatografiji su: voda, acetonitril, metanol i
tetrahidrofuran (THF). Kod reversed phase hromatografije mobilnoj fazi se dodaju i
modifikatori mobilne faze (prisutni su manje od 5% u mobilnoj fazi) i to: kiseline (siréetna,
trifluorosiréetna, fosforna); baze (trietilamin, trietanolamin, dietilamin) kao 1 puferski sistemi
(fosfatni i acetatni ili kombinovani trifluoroacetatna kiselina/trietilamin), radi kontrole pH
mobilne faze (Sadek, 2002) .
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3.6.3 HPLC Instrument

Glavni delovi aparata za HPLC analizu su:

e Rezeorvari za mobilnu fazu

e Sistem za pumpanje rastvaraca

e Oprema za gradijent eluaciju

e Sistem za injektiranje uzorka

e HPLC kolona

e HPLC Detektori

e Frakcioni kolektor (kod preparativne HPLC)

Prikaz glavnih delova dat je na slici 3.6.2.

Injektor

B Otpad

Kolona

Detektor
(absorbanca, indeks

refrakcije...)

Rastvaradi

Frakcioni kolektor

Slika 3.6.2: Sema aparata za HPLC
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Rezeorvari za mobilnu fazu i sistem za tretiranje uzorka

Moderni HPLC aparati opremljeni su sa jednim ili viSe staklenih rezervora od kojih svaki
sadrzi 200 do 1000 ml rastvaraca (za analiticku hromatografiju rezeorvar treba da sadrzi
najmanje 500 ml rastvaraca, dok je za preparativhu potrebno i vise). Rezeorvari su Cesto
opremljeni sredstvima za uklanjanje rastvorenih gasova, obicno kiseonika i azota, koji
smetaju tako Sto stvaraju mehuri¢e u koloni i detektoru. Degasifikacija je znatno vaznija kad
se radi sa vodom i drugim polarnim rastvara¢ima (pogotovo u gradijent eluaciji) nego sa
nepolarnim.

Sistem za pumpanje rastvaraca

Funkcija ovog sistema je da obezbedi konstantan i reproduktivan protok mobilne faze do
kolone. Kako su kolone pakovane veoma malim cesticama, one pruzaju otpor protoku kroz
kolonu, pa su potrebne pumpe koje generisu visok pritisak (6000 psi). Idealna pumpa pored
toga da generiSe visoki pritisak treba da zadovolji i1 sledec¢e zahteve: 1) pumpe moraju da
budu napravljene od hemijski otpornog materijala. 2) brzina protoka mora da bude tacna bez
obzira na sistem u kojem se koristi pumpa.

Sistem za injektiranje uzorka

Da bi se postigla maksimalna hromatografska efikasnost, uzorak koji se analizira treba da se
aplikuje na pocetak kolone kao izuzetno uzana traka da bi Sirenje trake bilo zanemarljivo.
Visoki pritisak povezan sa HPLC zahteva specijalizovane mere za unoSenje uzorka u
hromatogram. Vec¢ina HPLC sistema Koristi injektore na principu ventila. Postoji nekoliko
oblika ovih injektora ali svi oni imaju iste zajednicke osobine. Svi koriste “petlju” koja moze
biti i spoljasnja i unutrasnja, radi kontrole zapreminu uzorka koja se injektira i radi
zadrzavanja uzorka pre uvodenja u kolonu.

Oprema za gradijent eluaciju

Generalni problem u eluaciji, do kojeg dolazi kada moramo razdvojiti kompleksnu smesu
jedinenja, reSava se gradijent eluacijom. Gradijent eluacija u LC ekvivalentna je
progaramiranju temeprature u gasnoj hromatografiji. Kod gradijent eluacije separacija rano
eluirajucih traka moZe se poboljsati, ako se jaCe zadrzana jedinjenja eluiraju za krace vreme.
Dalje, pikovi traka koje se kasnije eluiraju su znatno ostriji kod gradijent eluacije nego kod
izokratskog odvajanja, 1 samim tim detekciona osetljivost tih traka znatno poboljSana.
Promene u sastavu rastvarac¢a mogu se programirati na linearnoj osnovi. Kod sistema sa
visokim pritiskom dva razli¢ita rastvaraca iz rezeorvara prolaze kroz pumpe visokog pritiska
koje su povezane sa komorom za meSanje. Rastvaraci se u ovoj komori mesaju i kao takvi
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ulaze u kolonu. Kako svaka pumpa moze posebno da se kontroliSe (elektronski), moguce je
stvoriti bilo koju vrstu gradijenta, pa se ovaj sistem $iroko upotrebljava.

HPLC Kolona

Kolone za primenu u HPLC obi¢no se prave od nerdajuceg celika. Optimalna duzina kolone
koja je potrebna za razdvajanje odredena je brojem teorijskih podova potrebnih za postizanje
zeljene rezolucije. Najzastupljenije duzine kolona koje se koriste prilikom analiticke HPLC
su 10; 12.5;15 1 25 cm. Vecina analitickih kolona ima unutrasnji pre¢nik oko 5 mm. Ovaj
dijametar nije slucajnost. Kada se analit injektira u kolonu, $iri se aksijalno u pakovanje
kolone. Ako se rasiri dovoljno daleko u ovom praveu, do¢i ¢e do unutrasnjeg zida kolone. U
ovoj oblasti ¢ak i najbolje pakovane kolone imaju nekih nepravilnosti, a to dovodi do Sirenja
hromatografske trake, a kao posledica toga smanjuje se efikasnost. Veli¢ina Ccestica
pakovanja kolone je od 5-10 um. Mozda je najcesce koriScena kolona danas kolona duzine
25 c¢m, 4,6 mm unutrasnjeg precnika i sa veli¢inom cCestica pakovanja 5 um. Kolone ovog tipa
imaju oko 40 000 do 60 000 podova/metro.

HPLC Detektori

Uloga detektora u HPLC sistemu je identifikacija odredenih jedinjenja u eluentu koji izlazi sa
HPLC kolone. Unutar detektora analit podleZe fizicko—hemijskim promenama, po ¢emu se i
prepoznaje. Te interakcije su obi¢no opticke prirode (merenje UV apsorbancije ili
fluorescencije analita), mada postoje i druge mogucénosti kao §to je elektrohemijska reakcija
ili kuplovanje HPLC sa masenim detektorom. Detektor obezbeduje izlazni signal koji je
proporcionalan koli¢ini analita koji je prisutan u detektoru u momentu detekcije. Detektori
mogu da se klasifikuju u dve grani¢ne kategorije: detektori sa osobinama rastvaraca (opsti
detektori) i dektori sa osobinama analita (selektivni detektori). Detektori sa osobinama
rastvaraca reaguju na bilo koju promenu u odredenim fizickim osobinama HPLC eluenta.
Primer ovakvog detektora je detektor indeksa prelamanja. Detektori sa osobinama analita
reaguju na odredene jedinstvene osobine analita kao Sto su fluorescencija i elektrohemijska
aktivnost, sa veoma malo ili bez ikakvog doprinosa mobilne faze. U kombinciji sa HPLC
najces¢e se koriste UV/Vis detektori, spektrofotometrijski, fluorescentni, elektrohemijski,
detektori indeksa prelamanja, maseni detektori, i dr.
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3.7. Gasna hromatografija

Uopsteno, pod hromatografijom se podrazumevaju analiticke metode kojima se razdvajaju
hemijska jedinjenja na osnovu razli¢itih raspodela izmedu dve faze — pokretne i nepokretne.
Kog gasne hromatografije nepokretna faza je ¢vrsta ili te¢na dok je pokretna faza gasovita i
nju Cini inertan noseéi gas i pare jedinjenja koja se razdvajaju. Do kontakta pokretne i
nepokretne faze dolazi u gasnohromatografskoj koloni. U zavisnosti od vrste primenjene
nepokretne faze, gasna hromatografija se deli na hromatografiju gas-¢vrsto (Gas Solid
Chromatography) i hromatografiju gas-te¢nost (Gas Liquid Chromatography). U prvom
slu¢aju kolona je napunjena adsorbensom ujednacene krupnoce. Kod hromatografije gas-
tenost nepokretna faza je kapilarni sloj tecnosti, ravnomerno rasporeden po inertnom nosacu
(u pakovanim kolonama) ili po unutrasnjem zidu kolone (kapilarne kolone). U novije vreme
su u upotrebi kapilarne kolone u kojima je te¢na faza hemijski vezana za unutrasnji zid
kolone (Chemically Bonded - CB).

Do razdvajanja dolazi usled razlicite rastvorljivosti para ispitivanih jedinjenja u datoj tecnoj
fazi. Postoji teznja za uspostavljanjem ravnoteznih raspodela koncentracija rastvoraka izmedu
dve faze koja je definisana koeficijentom raspodele (particionim koeficijentom):
Ce
K = —
Cy
Medutim, neprekidno proticanje para gasne faze koje dovodi do pomeranja molekula
neapsorbovane pare, ne dozvoljava uspostavljanje ravnoteze. Kao posledica toga, u prednjem
delu zone u kojoj je para, preovladuje prelazak molekula u te¢nu fazu, dok u zadnjem delu
dolazi do desorpcije. Na taj nacin, jedinjenje se krec¢e kroz kolonu brzinom koja najviSe zavisi
od njegove rastvorljivosti u te¢noj fazi. Slabije rastvorna jedinjenja (sa manjim K) provode
manje vremena na koloni od onih koja su bolje rastvorna. Po izlasku iz kolone, razdvojena
jedinjenja prolaze zajedno sa nose¢im gasom kroz detektor gde se registruju kao elektri¢ni
signal. Intenziteti signala su proporcionalni koli¢inama uzoraka u nose¢em gasu. Postoji vise
nacina detekcije a samim tim i viSe vrsta detektora.

Budu¢i da gasna hromatografija (GC) pruza podatke o broju komponenata smese (na osnovu
broja pikova u hromatogramu), njihovom kvanitativnom odnosu (odnos povrSina pikova),
kao i njihovoj prirodi (retenciono vreme, retencioni indeks ili MS spektar) ova metoda nalazi
Siroku primenu u kvantitativnoj 1 kvalitativnoj hemijskoj analizi. Ovaj vid hromatografije se
primenjuje za analizu svih jedinjenja koja se mogu bez degradacije prevesti u gasnu fazu.
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3.7.1 Noseci gas

Najcesce se koriste Hy, He, Ny ili Ar. Od vrste noseceg gasa, koji je neophodno da bude
visoke cistoce 1 hemijski inertan u odnosu na uzorak i te¢nu fazu, zavisi i osetljivost
detekcije. Brzina protoka gasa veoma utice na efikasnost razdvajanja $to je kvantitativno dato
van Demteer-ovom jednacinom:

B
h=A+—+C-u
u

h — visina teorijskog poda;

A — konstanta zavisna od vrtlozne difuzije (u vezi je sa krupnocom cvrste faze,
oblikom cestica, na¢inom pakovanja i pre¢nikom kolone);

B — konstanta koja zavisi od molekulske difuzije, tj difuzije u noseéem gasu
(zavisi od vrste gasa);

C — konstanta koja je merilo otporu prenosa mase u te¢noj fazi (zavisna od
debljine te¢nog filma i njegovog viskoziteta);

u — brzina protoka gasa.

Grafi¢ki prikaz van Demteer-ove jednacine dat je na slici 3.7.1:
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Slika 3.7.1: Graficki prikaz van Demteer-ova jednacine
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Razdvajanje je efikasnije ukoliko je visina teorijskog poda manja, pa je zbog toga potrebno
podesiti protok tako da odgovara minimumu na prikazanoj krivoj. Da bi se ubrzala analiza
protok se obi¢no podeSava da bude iznad optimalnog ¢ime se, zbog blagog nagiba krive u toj

oblasti, malo gubi na efikasnosti.

Termostatirana pe¢

Detektor

Grejac
] —>
Injektor A Yoz
uzorka Ispariva¢ T
Bocasa
nosedim
gasom

Grejac

“r\vr::]

Slika 3.7.2: Sematski prikaz gasnog hromatografa sa osnovhim delovima

Glavni delovi gasnog hromatografa su (slika 3.7.2):

Injektor uzoraka;
Isparivac;
Boca sa nosec¢im gasom;

e W e

Detektor.

Termostatirana pec u kojoj se nalazi GC kolona;

? T
i Odvod gasa

Pisac¢

Preko injektora uzorak se ubacuje u ispariva¢ koji ima ulogu da uzorak trenutno prevede u
gasovito stanje. Temperatura u isparivacu se podesava u zavisnosti od isparljivosti i termicke
stabilnosti ispitivanih jedinjenja. Uzorak, koji je preveden u gasno stanje, noSen nose¢im
gasom dolazi na GC kolonu. Najces¢e se upotrebljavaju, takozvane, kapilarne GC kolone,
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¢ija duzina moZze da bude viSe desetina metara sa unutra¢njim precnikom manjim od
milimetra. Kolona je smeStena u termostatiranu pe¢, a kontrola njene temperature moze da
bude izokratska ili gradijentna. Detektor je direktno povezan sa izlazom iz kolone, tako da
sve §to se sa nje eluira (noseci gas, pare ispitivanih jedinjenja) prolazi kroz njega. Uglavnom
se primenjuju, takozvani, diferencijalni detektori ¢iji se princip rada zasniva na neprekidnom
merenju nekog fizickog svojstva noseéeg gasa, koje je u direktnoj vezi sa koncentracijom
pare u njemu. Najvis$e se primenjuju termoprovodni i jonizacioni detektori, a U novije vreme i

maseni detektori

3.7.2. Gasna hromatografija sa masenom detekcijom (GC/MS)

Kombinacija gasne hromatografije i masene spektometrije (prvi put primenjena pre oko 40
godina.) postala je u zadnje vreme jedna od najmoc¢nijih metoda identifikacije sastojaka
slozenih smesa organskih jedinjenja. Velika osetljivost masenog spektometra, kao i
moguénost brzog snimanja masenog spektra, omogucavaju povezivanje gasno-
hromatografske kolone sa masenim spektrometrom i direktno snimanje masenih spektara svih
eluiranih jedinjenja. Analizom ovih spektara, uz koris¢enje i retecionih podataka, dolazi se do
struktura jedinjenja sastojaka ispitivane smeSe. Prema tome, kod ove kombinacije, uloga
gasne hromatografije se svodi na razdvajanje, a uloga masene spektrometrije na identifikaciju
komponenti smese.

Dugo vremena najveci problem kod povezivanja ova dva instrumentra bila je velika razlika
pritisaka. Dok je u masenom spektrometru visoki vakuum, na izlazu iz GC kolone pritisak je
nesto iznad atmosferskog. Da bi se ova razlika kompenzovala i istovremeno povecala
koncentracija jedinjenja koja dospevaju u jonski izvor, pakovane GC kolone se povezuju sa
jonskim izvorom preko takozvanog separatora. Zadatak separatora je selektivno uklanjanje
malih molekula (atoma) noseceg gasa (najpogodniji je helijum) iz eluata i1 propustanje znatno
vecih organskih molekula u jonski izvor.

Pored snimanja masenih spektara, maseni spektrometar ima i ulogu gasnohromatografskog
detektora. Neprekidnim merenjem ukupne jonske struje, to jest sume svih jona koji postoje u
jonskom izvoru za vreme hromatografisanja, dobija se gasni hromatogram po izgledu isti kao
1 hromatogram zabeleZen nekim standardnim GC detektorom (termoprovodni, jonizacioni...).

Maseni spektar se dobija merenjem struja koje poticu od jona razdvojenih prema m/z
(masa/naelektrisanje) vrednostima. Uobi¢ajeno je da se intenziteti jonskih struja (obilnost
jona) u masenom spektru izrazavaju u procentima u odnosu na intenzitet najobilnijeg jona —
osnovnog jona — koji iznosi 100%.

Da bi se standardizovali retencioni podaci i time olaksala identifikacija organskih jedinjenja
uveden je sistem retencionih indeksa. Retencioni indeks nekog jedinjenja je relativna veli¢ina
I predstavlja njegov logt; izrazen preko skale koja je izvedena iz vrednosti referentnih logt, n-
alkana koji su, zbog linearne zavisnosti od broja C-atoma, ravnomerno rasporedene. Ako se
vrednostima logt, n-alkana pripiSu vrednosti 100n (n-broj C atoma) dobija se skala
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retencionih indeksa u kojoj su, bez obzira na uslove hromatografisanja, dva uzastopna n-
alkana razdvojena za 100 jedinica. Ovako izvedena skala moZe da se primeni samo na
jedinjenja hromatografisana pod potpuno istim uslovima kao i referentni n-alkani. Najbolje je
da se nepoznato jedinjenje hromatografise zajedno sa dva ili tri alkana koji imaju sli¢nu tacku
klju¢anja. Vrednost retencionog indeksa nekog jedinjenja na nekoj temperaturi najvise zavisi
od njegove prirode (polarnosti i tacke kljucanja) kao i od osobina kolone.

Na osnovu vrednosti retencionog indeksa i poznavanja masenog spektra moguca je
kvalitativna identifikacija nepoznatog jedinjenja u uzorku.

Kod kvantitativne GC/MS analize maseni spektrometar se koristi iskljucivo kao GC detektor.
Njegove prednosti nad konvencionalnim GC detektorom su u vecoj univerzalnosti, kao i
mogucénosti selektivne detekcije pojedinih jedinjenja ili klasa. Zbog toga, ova analiticka
metoda se mahom koristi za odredivanje mikrokoli¢ina organskih jedinjenja u slozenim
smeSama. Mnogobrojni primeri primena ove metode su kvantitativna odredivanja bioloski
aktivnih jedinjenja kao $to su steroidi, prostaglandini, alkaloidi, ostaci pesticida i mnoga
druga (Milosavljevi¢, 1994).
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3.8. ICP-OES

3.8.1 Pojam plazme i izvori plazme

Po definiciji, plazma® je elektroprovodna smesa gasova koja sadrZi znadajnu koncentraciju
jona i elektrona (ukupno makroskopsko naelektrisanje plazme jednako je nuli). U slucaju
argonske plazme (koja se najcesce koristi u emisionim analizama) joni argona i slobodni
elektroni su nosioci naelektrisanja i provodljivosti. Induktivno spregnuta plazma ICP (eng.
Inductively Coupled Plasma) je bezelektrodna argonska (rede azotna) plazma koja radi na
atmosferskom pritisku, a odrzava se sprezanjem sa radiofrekventnim elektromagnetskim
poljem (Todorovi¢ i sar., 1997, Anti¢-Jovanovi¢, 1999). Sluzi kao izvor pobudivanja kod
opticke emisione spektrofotometrije (OES).

Razvoj metode pocinje sredinom Sezdesetih godina, kada su Grinfild (S. Greenfield) u
Engleskoj i Fasel (V. A. Fasel) u USA sa saradnicima, demonstrirali moguc¢nost primene
radiofrekventne plazme u analiticke svrhe. Sredinom sedamdesetih godina pojavili su se prvi
komercijalni uredaji, posle ¢ega se ICP-spektrometrija brzo razvila u metodu neuobicajnih
mogucénosti zahvaljujuéi pre svega, osobinama ICP kao izvora pobudivanja.

Zbog visoke temperature plazme, metoda moze da se koristi za odredivanje svih elemenata
periodnog sistema, osim za argon. Takode, upotrebom hidridne tehnike mogu se odrediti
niske koncentracije elemenata koji grade hidride (As, Bi, Ge, Sb, Se, Sn i Te). Medutim,
primena ICP-OES metode je donekle ogranicena u praksi posto odredivanje nekih elemenata
zahteva posebne uslove (npr. radioaktivnih) ili posebnu optiku (kao $to su Cl, Br, 1 F), ili se
odreduju sa manjom osetljivos¢u nego pomocu drugih metoda (kao N ili Rb).

Najznacajnija  preimucstva ICP-spektrometrije nad drugim metodama emisione
spektrohemijske analize su:

e moguénost izvodenja viSeelementarne analize: za manje od dva minuta mozZe da se
odredi 20-60 elemenata u probi, zavisno od tipa aparata, sa tacnoséu koja je istog
reda velicine ili ve¢a nego u drugim instrumentalnim metodama;

e Siroka dinamicka oblast: kao posledica malog efekta samoapsorpcije u posmatranoj
zoni plamena, analiticka kriva je linearna u intervalu koncentracija od nekoliko
redova velicine, tako da podjednako mogu da se odreduju elementi, kako niskih
koncentracija (ispod 1 ug), tako i na visokim, Sto je uslov za izvodenje viSeelementne
analize;

e analza uzoraka u obliku rastvora: prevodenje analita u rastvor znatno uprosc¢ava
analizu, posebno heterogenog materijala, poSto se pri rastvaranju, uz eventualno

% g. mhGopa, plasma = oblik, oblikovan; sam termin prvi je upotrebio Langmuir 1930. godine pri opisivanju
elektricnih praznjenja kroz gasove
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prethodno topljenje, razaranje i slicno, svi elementi prevode u isti hemijski oblik,
¢ime se redukuju efekti osnove i olaksava priprema standarda;

e mala koli¢ina rastvora je dovoljna za analizu, $to podrazumeva i malu koli¢inu
uzorka;

e relativno dugo vreme boravka cestica u plazmi: zadrZavanje cestica u plazmi
nekoliko milisekundi i njena inertna atmosfera doprinose efikasnosti atomizacije i
pobudivanja, a time i osetljivosti odredivanja.

Izvor induktivno spregnute plazme (eng. torch) se sastoji od tri koncentricne kvarcne cevi.
Kroz spoljasnju cev, precnika 15 do 30 m, tangencijalno se uvodi argon koji hladi cev i
termicki izoluje plazmu od zida cevi, ograniavajuéi tako i njenu zapreminu. Kroz srednju
cev ulazi argon koji slusi kao noseci gas i obezbeduje primarne elektrone i jone za formiranje
plazme. Kroz centralnu cev u plazmu se uvodi aerosol rastvora strujom argona koji protice
znatno sporije od gasa koji sluzi za hladenje (slika 3.8.1).

Oko 6000 K
Oko 8000 K
Oko 10000 K

: | Kvarcna cev
% Radiofrekventni
Y indukcioni kalem

Argon sa uzorkom

A
- |/

e

Argon za hladenje

PN
YA,

/"\I\/"\/\_
AAYAVAY A
s
AR ALY

]

Argon za obrazovanje
tl plazme

Slika 3.8.1: Izvor induktivno spregnute plazme

Oko spoljasnje kvarcne cevi obmotana su 3-4 navoja indukcionog kalema vezanog za
radiofrekventni generator frekvencije od 5-50 MHz i izlazne snage 1-5 kW.
Visokofrekventna struja koja proti¢e kroz indukcioni kalem stvara oscilatorno magnetno
polje H, koje indukuje elektrone u gasu koji proti¢e unutar kvarcne cevi. Oni se ubrzavaju
vremenski promenjivim elektri¢nim poljem, §to dovodi do zagrevanja i dodatne jonizacije.

Kako u pocetku u argonu nema naelektrisanih Cestica plazma se uspostavlja kratkim
ukljucivanjem Teslinog praznjenja. Tempratura plazme varira od 6000 do 10000 K i opada sa
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visinom iznad indukcionog kalema, tako da se za svako odredivanje moZe odabrati pogodna
visina na kojoj ¢e se vrsiti posmatranje.

(b)

Slika 3.8.2: Izgled IC plazme

Ako se koristi polje nize frekvencije, npr. od 5 MHz, plazma ima oblik kapi (Slika 3.8.2a).
Pri uvodenju aerosola, kapljice zaobilaze ovaj deo zbog velikog otpora (prouzokovanog
Sirenjem gasa), Sto ima za posledicu nedovoljno zagrevanje uzorka, odnosno neefikasno
isparavanje.

Primenom generatora vece frekvencije (obi¢no 27 MHz) najtopliji deo plazme dobija
prstenast ili toroidni oblik (Slika 3.8.2b), posto je vrtlozna struja elektrona tada bliza kalemu,
odnosno spoljaSnjem sloju plazme. U ovom slu€aju aerosol ulazi u srediSnji deo, tzv. kanal
plazme, u kome je temperatura nesto niza (6000-8000 K), a otpor manji.

U kanalu plazme Cestice se zadrzavaju relativno dugo (2-3 ms), §to u kombinaciji sa visokom
temperaturom obezbeduje efikasno isparavanje, atomizaciju i pobudivanje

U plazmi mogu da se razlikuju tri oblasti razli€itih spektralnih osobina: visokotemperaturno
jezgro u ¢ijem centralnom delu (kanalu plazme) uzorak podleze efikasnom isparavanju i
atomizaciji, analitiCka zona koja se nalazi 15-20 mm iznad indukcionog kalema, u kojoj se
pobuduje vec¢ina elemenata i niskotemperaturni deo — rep plazme, u kome se pobuduju
elementi sa niskim energijama pobudivanja.

Spektar jezgra palzme sadrzi atomske linije argona i intenzivan kontinuum prouzrokovan
usporavanjem naelektrisanih Cestica pri kretanju. Zbog toga ova zona nije pogodna za
analiticku primenu.
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Druga zona je glavna analiticka oblast. Pri dovoljno velikom protoku argona kroz spoljaSnju
cev, pozadinsku emisiju ove zone ¢ine samo linije Ar i donekle trake radikala OH. Zbog
znatnog temperaturskog gradijenta u ovoj oblasti, dobijeni spektar sadrzi jonske i atomske
linije elemenata sa veoma razli¢itim energijama pobudivanja koje leze u Vis i UV oblasti.

Tre¢a zona — rep plazme, ima temperaturu blisku standardnim hemijskim plamenovima.
Spektar ove zone sadrzi uglavnom atomske linije elemenata sa niskim energijama
pobudivanja koje leze u Vis oblasti.

Slika 3.8.3: Izgled induktivno spregnute plazme

3.8.2 Spektrometri

Za izvodenje viSeelementne analize koriste se tri tipa komercijalnih spektrometara:
sekvencioni brzo skeniraju¢i spektrometri sa monohromatorom, spektrometri sa
polihromatorom i direktnim o€itavanjem i spektrometri sa Furijeovom transformacijom.

Sekvencijalni instrumenti kao disperzni element koriste standardnu konkavnu resetku ili
holografsku resetku sa 2400 ili 3600 ureza mm™ kako bi se obezbedila §to veéa moé
razlaganja.

Poslednjih godina dosta se koriste eselne resetke (franc. éshelle — stepenik) kod kojih je
radna, refleksiona povrSina pod nagibom prema osnovi reSetke za odredeni ugao y, tzv. ugao
sjaja, koji ima znacajnu ulogu u raspodeli intenziteta dobijenih spektara

3.8.4. Smetnje u ICP spektrofotometriji

Emisija analita u ICP manje je podlozna smetnjama nego u bilo kom drugom izvoru
pobudivanja. Nespecificne smetnje prouzrokovane su problemima rasprSivanja koji dovode
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do promene koli¢ine rasprSivanjem unetog rastvora u plazmu, a time i do promene intenziteta
analitickih linija.

Zbog visoke temperature plazme, duzeg vremena boravka Cestica u plazmi i njene atmosfere,
hemijskih interferencija u ICP-spektrometriji prakticno nema. Na primer, poznata smetnja
fosfatnog jona i aluminijuma pri odredivanju kalcijuma u plamenu, u ICP spektrometriji se ne
zapaza. Zbog visoke koncentracije elektrona u plazmi, jonizacione smetnje su takode manje
izrazene nego u drugim izvorima, posebno u plamenovima.

Medutim, ni ove, ni hemijske smetnje ne mogu da se ignorisu u svim slucajevima, posebno u
plazmama nize snage tako da, kada se efekti utvrde, treba teziti njihovoj redukciji.

Najznacajnije smetnje u ICP-spektrometriji su spektralne smetnje, kao posledica pojave
spektara bogatog linijama u UV i Vis oblasti, koje se ne javljaju u drugim izvorima
pobudivanja.

Ove smetnje su prouzrokovane preklapanjem linije analita sa linijom prisutnog elementa
bliske talasne duZzine (koji aparat nije u stanju da razlozi), preklapanjem sa krilom proSirene
susedne linije ili preklapanjem sa kontinualnim zracenjem neke osnovne komponente ili
rasutim zracenjem u aparatu.

Ocigledno ovaj tip smetnji u tesnoj je vezi sa karakteristikama koriS¢enog spektrometra
(disperzijom 1 mo¢i razlaganja).

Kada se utvrdi, spektralna smetnja moze da se otkloni primenom spektrometra ve¢e moci
razlaganja, oduzimanjem prethodno odredene veliCine signala-interferenta (poSto su
spektralne smetnje aditivnog karaktera) ili izborom druge linije analita.

3.8.4 Tacnost i osetljivost metode

Tacénost metode je istog reda veli¢ine kao i RSD i kreée se od 1-10% u zavisnosti od
koncentracije odredivanog elementa. U tabeli su date granice detekcije za veci broj elemenata
(ISP spektrometrija) u vodenim rastvorima postignute primenom pneumatskih rasprsivaca,
kao i za neke druge apsorpcione i emisione tehnike. U praksi, sa komercijalnim aparatima
namenjenim analitickim potrebama, LD mogu da budu veée za faktor 10 i viSe, poSto zavise
u velikoj meri od kvaliteta (mo¢i razlaganja 1 svetlosne jacine) spektrometra 1 tipa
rasprsivaca.

Ako se uprede LD navedene u tabeli 3.8.1, lako se uocava da je ICP spektrometrija
superiornija u detekciji elemenata sa ve¢om energijom pobudivanja, dok su LOD za alkalne
metale znatno nize u plamenoj spektrometriji. Zbog toga, kao i nize cene 1 jednostavnijeg
rukovanja plamenom, alkalni metali se i danas u analitiCkim laboratorijama odreduju
plamenom spektrometrijom.
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Tabela 3.8.1: Granice detekcije (LOD, ng cm3) za neke elemente postignute metodama
atomske spektrometrije.

Element FAAS ETAAS FAES 85% FAFS
Al 30 0.005 5 2 5

As 100 0.002 0,0005 40 100
Ca 1 0.002 0,1 0,02 0,001
Cd 1 0.0001 800 2 0,01
Cr 3 0.01 4 0,3 4

Cu 2 0.002 10 0,1 1

Fe 5 0.005 30 0,3 8

Hg 500 0.1 0,0004 1 20
Mg 0.1 0.0002 5 0,05 1

Mn 2 0.002 5 0,06 2

Mo 30 0.005 100 0,2 60
Na 2 0.0002 0,1 0,2 -

Ni 5 0.02 20 0,4 3

Pb 10 0.002 100 2 10

Sn 20 0.1 300 30 50

\ 20 0.1 10 0,2 70
Zn 2 0.00005 0.0005 2 0.02

“FAAS - plamena atomska apsorpciona spektrometrija; ETAAS - elektrotermalna atomska apsorpciona

spektrometrija; FAES - plamena atomska emisiona spektrometrija; FAFS -

plamena atomska

fluorescentna spektrometrija; AES - atomska emisiona spektrometrija; ICP - induktivno spregnuta

(kuplovana) plazma
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3.9. Kalibracija i greska kalibracije

Kalibracija je proces kojim se odgovor instrumenta (analiticki signal) dovodi u vezu sa
vrednostima merenja, Sto je u analitickoj hemiji najceS¢e koncentracija analita. Bez dobro
uradene kalibracije rezultati merenja su nepouzdani.

Postupak kalibracije se odvija u nekoliko koraka. Najpre, izvoda¢ analize pripremi seriju
rastvora poznate koncentracije (najmanje tri ili Cetiri a najéesce 1 vise). Pripremljeni
standardni rastvori se snimaju na analitickom instrumentu pod istim uslovima kakvi se potom
primenjuju prilikom snimanja uzoraka nepoznate koncentracije. Dobijene vrednosti se, zatim,
unose u koordinatni sistem tako da je na apscisi predstavljena koncentracija, a na ordinati
analiticki signal. Pod pretpostavkom da postoji linearna zavisnost analitiCkog signala od
koncentracije (Sto je opravdano ako se radi o uskom opsegu koncentracija), kalibraciona
prava se dobija metodom najmanjih kvadrata (Miller i Miller, 2005); odnosno,
povla¢enjem u koordinatnom sistemu tako da zbir kvadrata udaljenosti taéaka od kalibracione
prave bude najmanji. Koeficijent pravca (k) i odse¢ak na ordinati (n) kalibracione prave
dobijaju se po jednacinama:

XilGxi =) (i — )]
2ilx; — )2

n=y—kx

k =

Gde x i ¥ predstavljaju srednje vrednosti koncentracija i analitickog signala.

Nakon konstruisanja kalibracione prave koncentracije nepoznatih uzoraka se odreduju sa nje
interpolacijom. Posto je svaka tacka sa kalibracionog grafika optere¢ena slu¢ajnom greSkom,
standardne devijacije za k (sx) i n (sn) se raéunaju prema:

~ 1/2
_ (v — 9:)°
Sy/x = n—2

Sy/x

[Xi(x; — 022
Zixiz r/z

S, = Sy/p | ——————
" v ln 2ilx; — x)?

Sk =

Gde y predstavlja projektovanu vrednost odgovarajuceg signala y na kalibracionoj pravoj.

Standardna devijacija prilikom odredivanja nepoznate koncentracije koriS¢enjem kalibracione
prave (Sxo) dobija se po jednacini:

Sy/x
Sxo =

1+—+
k

1 (i — ¥)? Yz
N = k2 ¥i(x; — X)?
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Gde N predstavlja broj tacaka na kalibracionoj pravoj
Procena greSke merenja koncentracije sa date kalibracione prave se racuna:
AC = tar,c1Sxo
Pri ¢emu je tqf o, Studentov koeficijent za df stepeni slobode sa intervalom poverenja cl.

Limit detekcije (LOD) prestavlja najnizi sadrzaj ispitivnaog analita koji moze biti odreden sa
opravdanom statistickom sigurnoSc¢u, primenjenom analiticlkom metodom. LOD je brojcano
jednak 3 puta standarnoj devijaciji od 20 reprezantativnih slepih proba. Alternativni nain
odredivanja LOD (Miller i Miller, 2005; Hibbert i Gooding, 2006) je preko jednacine:

3Sy/x

LOD =
k

Takode, limit kvantifikacije (LOQ), koji predstavlja minimalni sadrzaj analita u ispitivanom
uzorku, koji kvantitativno moze biti odreden sa opravdanom statistickom sigurnos$éu
(primenjenom analitiCkom metodom), mozZe se izracunati kao:

105y/x

LOO =
0Q P
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4.1. Materijal

U ispitivanjima su kao materijal koris¢eni:

e Nadzemni i podzemni delovi biljne vrste Geranium macrorrhizum L.
(Geraniaceae), ubrane 2011. sa podrucja Svrljiskih planina, vaucer br. 5529;

e Nadzemni delovi biljne vrste Allium ursinum L. (Alliaceae), ubran 2012. sa vise
razli¢itih podrucja, vaucer br. MS001;

e Nadzemni delovi biljne vrste Stachys germanica L. (Lamiaceae), ubrane 2011.
sa podrucja Svrljiskih planina, vaucer br. 5523;

e Nadzemni i podzemni delovi biljne vrste Primula veris L. (Primulaceae),
ubrane 2012. sa podrucja Svrljiskih planina, vaucer br. 6580;

Sve biljne vrste su identifikovane od strane sturu¢nog lica na Departmanu za biologiju i
ekologiju, Prirodno-matematickog fakulteta u NiSu a odgovarajuéi vauceri su deponovani u
Herbarijumu pomenutog departmana.

4.2. Aparati

Prilikom ispitivanja mineralnog sastava, sadrZzaja fenolnih komponenti i1 antioksidativne
sposobnosti odredenih biljnih vrsta kori§¢ena je slede¢a oprema:

1.

HPLC sistem Agilent Technologies 1200 Series (Agilent Tecnologies, USA) koji se
sastoji od kvaternarne pumpe G1354A, automatskog injektora G1329A,
termostatiranog kolonskog dela G1316A, UV/Vis detektora G1315D, fluorescentnog
detektora G1321A kontrolisanog sa HP Chemstation softverom, za odredivanje
sadrzaja fenolnih jedinjenja (slika 5.1);

UV/Vis spektrofotometar Agilent 8453 (Agilent Technologies, USA) sa duZinom
optickog puta 1 cm za kvantitativhu analizu i ispitivanje antioksidativne aktivnosti
(slika 3.2);

ICP-OES iCAP 6000 (Thermo Fisher Scientific Inc, Nemacka) za kvalitativno i
kvantitativno odredivanje metalnih jona (slika 3.3);

GC-MS (Agilent Tecnologies, USA) za odredivanje sastava etarskog ulja (slika 3.4),
MicroMed high purity water system (Thermo Fisher Scientific Inc, Nemacka), TKA
Wasseraufbereitungsszstem GmbH za dobijanje demineralizovane vode,

Termostat Julabo MP 5A Open Bath Circulations (JULABO, USA) za termostatiranje
rastvora;
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Slika 5.1 Te¢ni hromatograf visokih performansi (HPLC) (laboratorija Katedre za
analiticku i fizi¢ku hemiju Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta u Nisu).

7. Analiticka vaga AB-204-S (Mettler Toledo, Svajcerska ) za odmeravanje &vrstih
supstanci;

8. pH metar (Hanna Instruments, USA) za merenje pH vrednosti rastvora;

9. Varijabilne automatske pipete Lab Mate" za pipetiranje rastvora;

10. Elektri¢ni blender za homogenizovanje uzoraka;

11. Elektri¢na pec za zZarenje (VIMS, Srbia);

12. Ultrazvuéno kupatilo Bandelin SONOREX® Digital 10 P (Sigma, USA).

Slika 5.2 UV-VIS spektrofotometar (laboratorija Katedre za analiticku i fizicku hemiju
Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta u Nisu).
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Slika 5. 3 Opticki emisioni spektrofotometar sa induktivno kuplovanom plazmom
(laboratorija Katedre za analiticku i fizicku hemiju Prirodno-matematickog fakulteta
Univerziteta u Nisu).

Slika 5.4 GC-MS (laboratorija Katedre organsku hemiju Prirodno-matematickog fakulteta
Univerziteta u Nisu).
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4.3 Hemikalije i reagensi

U radu su koriSc¢eni sledeéi reagensi: 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil radikal (DPPH), 2,2’azino-
bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS), kalijum-persulfat, katehin, ferulna i
kafena kiselina kupljeni kod Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany), metanol, etanol, aceton,
etil acetat, acetonitril, mravlja i siréetna kiselina kupljeni su kod J. T. Baker (Deventer,
Holland). Galna kiselina je kupljena od Carl Roth (Karlsruhe, Germany). Troloks (6-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilhnroman-2-karboksilna kiselina) i 2,4,6-tris-2-piridil-1,3,5-triazin (TPTZ) su
kupljeni od Acros Organics (Geel, Belgium). Folin-Ciocalteu reagens (FC), dimetilsulfoksid
(DMSO0), 2,9-dimetill-1,10-fenantrolin (neokuproin), Na,CO3, NaNO,, NaOH, FeSO,4-7H,0,
HCI, CCl4, Na;HPO4, NaH,PO4, NaCl, K3[Fe(CN)g], trihlorsiréetna kiselina (TCA) i AlCl;
kupljeni su kod Merck (Darmstadt, Germany).

Svi rastvori, koji se nisu mogli pripremiti kao primarni standardni rastvori, standardizovani su
poznatim metodama u cilju odredivanja ta¢ne koncentracije.

Sudovi koji su koris¢eni prani su etanolnim rastvorom KOH, zatim rastvorom HCI (1:1),
isprani ¢esmenskom, destilovanom 1 dejonizovanom vodom. Rastvori su pripremani sa
dejonizovanom vodom specifi¢ne provodljivosti 0,05 uScm™.

4.4. Priprema uzoraka

4.4.1. Postupak ekstrakcije uzoraka za HPLC i UV-VIS analizu

Ta¢no odmerena, masa predhodno blenderom homogenizovanog suvog biljnog materijala
(oko 0.25 g), prenesena je u erlenmajerovu bocu u koju je dodato 20 ml rastvaraca (koji
sadrzi 0.1%-tni rastvor HCI - m/m). Nakon jednog ¢asa stajanja u ultrazvuénom kupatilu
(Bandelin SONOREX Digital 10 P, Sigma, USA) rastvara¢ je odekantovan, dodata je nova
koliCina rastvaraca od 20 ml i postupak je ponovljen. Nakon ponovnog dekantovanja, dodato
je 10 ml rastvaraca i sadrzaj je ultrasonificiran jedan ¢as. Dobijeni filtrati su spojeni, filtrirani
1 u normalnom sudu dovedeni do ukupne zapremine od 50 ml. Ekstrati su ¢uvani na tamnom i
hladnom mestu.
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4.4.2. Postupak mineralizacije biljnog materijala

Uzorci tatno odmerene mase (oko 10 g), predhodno homogenizovanog suvog biljnog
materijala, prebaCeni su u porculanski lon¢i¢ i1 zagrevani u elektricnoj pec¢i. Pe¢ je
programirana da podiZe temperatuu sa 50 °C na 450 u toku 8 sati a zatim da tu temperaturu
odrzava konstantnom narednih 12 ¢asova. Ohladeni uzorak rastvoren je u 2.5 ml HNOg3 (1:1,
v/v), filtriran kroz filter papir (plava traka) i dopunjen dejonizovanom vodom do 50 ml
(Radojevi¢ 1 Bashkin, 1999).
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4.5. Spektrofotometrijske metode

4.5.1. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja (TP)

Sadrzaj ukupnih fenola u uzorcima je odredivan Folin-Ciocalteau-ovom metodom (Singleton
i Rossi, 1965). Metoda je bazirana na oksidaciji prisutnih fenola Folin-Ciocalteau-vim
reagensom. Sam reagens predstavlja smesu fosfomolibdenske i fosfovolframove kiseline i
moze se predstaviti formulama:

3H20 x P,05 x 13WO3 x 5M003 x 10H,0 i
3H,0 x P,05 x 14WO3; x 4M003; x 10H,0  (Peterson, 1979)

Pri tome se sam reagens redukuje a intenzitet dobijene plave boje srazmeran je koli€ini fenola
u rastvoru:

Mo(VI) + e~ — Mo(V)
zuta boja plava boja

Boja je stabilna a njen intenzitet se meri spektrofotomerijski na talasnoj duzini A = 760 nm
(slika 4.5.1).

Rastvori i reagensi:

1. N82C03, 20% (m/v)
2. Folin-Ciocalteu reagens
3. Standardni rastvor galne kiseline (100 ug/ml)

Postupak:

U normalni sud od 10 ml dodata je odredena zapremina uzorka. Nakon toga, dodato je
redom: 2.5 ml dejonizovane vode, 2 ml rastvora Na,COg3, 0.5 ml Folin-Ciocalteu reagensa i
dopunjeno dejonizovanom vodom do crte. Nakon 120 min izmerena je apsorbanca na 760 nm
u odnosu na vodu kao slepu probu.

Odmeravanjem odredene zapremine standardnog rastvora galne kiseline (slika 4.5.2)
dobijena je kalibraciona prava (slika 4.5.3):

A =0.0855 [GA] + 0.0065, n = 5, r*= 0.9998;
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HO OH

Slika 4.5.2: galna
14 kiselina

T T T T T T T T T 1
200 400 600 800 1000 1200
A [nm]

Slika 4.5.1: UV-VIS spektar Mo(V) (Amax=760 nm)

Apsorbanca na 760 nm

0.0 T T T T T T T T
0 1 2 3 4

o -

Koncentracija galne kiseline, ug/ml

Slika 4.5.3: Kalibraciona prava za odredivanje sadrZaja ukupnih fenola

gde je [GA] koncentracija galne kiseline u pg/ml. Na osnovu izmerenih apsorbanci uzoraka,
sa kalibracione prave standardnog rastvora galne kiseline odreduje se masena koncentracija
(ug/ml) polifenolnih jedinjenja a sadrzaj u polaznom uzorku se izrazava kao ekvivalent galne
kiseline po gramu suve biljke.
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4.5.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida (TF)

Flavonoidi i glikozidi flavonoida imaju osobinu da sa prelaznim metalima grade
odgovaraju¢e metalne komplekse. Opisani su kompleksi pojedinih flavonoida sa
aluminijumom(lll) (Cornard i Merlin, 2002), gvozdem(IIl) (Ren i sar., 2008), cinkom(ll)
(Nest i sar., 2002) i mnogim drugim. Sa analitiCkog aspekta naroCito je vazan kompleks sa
AI**. Koncentracija flavonoida odredena je primenom AICl; kao kompleksirajuéeg reagensa
spektrofotometrijskom metodom (Veljkovi¢ i sar., 2013).

O/AI®

\

HO

OH *3HCO5

Slika 4.5.4: Reakcija A+ sa izokvercitrinom (molekuli vode u kompleksu sa AI3* su izostavljeni)
Rastvori i reagensi:

NaNO,, 5% (m/v)

AlCl3, 1% (m/v)

NaOH, 1 M

Standardni rastvor katehina (100 pg/ml)

P wnNPR

Postupak:

Reakciona smeSa je pripremljena meSanjem odredene zapremine uzorka, 4 ml dejonizovane
vode i 0.3 ml 5% NaNO,. Nakon 5 min dodato je 3 ml 1% AICI3, a zatim nakon 5 minuta,
dodato je 2 ml 1 M NaOH i dejonizovanom vodom je dopunjen normalni sud do 10 ml.
Dobijena smesa je snazno promesana i odmah nakon toga, merena je apsorbanca na A = 510
nm u odnosu na dejonizovanu vodu kao slepu probu.

Odmeravanjem odredene zapremine standardnog rastvora katehina dobijena je kalibraciona
prava (slika 4.5.5):

A =0.0249 [C] + 0.005, n = 7, I = 0.9994;

gde je [C] koncentracija katehina (slika 4.5.6) u pg/ml. Na osnovu izmerenih apsorbanci
uzoraka, koriS¢enjem kalibracione prave odreduje se masena koncentracija (pg/ml)
flavonoida, a sadrzaj u polaznom uzorku se izrazava kao ekvivalent katehina po gramu suve
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biljke. UV-VIS spektar kompleksa katehina sa AI** &iji je maksimum apsorpcije 510 nm (u
vidljivoj oblasti) prikazan je naslici 5.4.7.

0.30 4

o

N

a
1

o

[N}

o
1

OH
HO o) ©:
° OH

OH

Apsorbanca na 510 nm
=]
>
1

0.10 OH

0.05 Slika 4.5.6: (+)-katehin

0.00

T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

koncentracija katehina u ug/ml

Slika 4.5.5: Kalibraciona prava za odredivanje sadrZaja ukupnih flavonoida

T T T T T T
200 400 600 800
A [nm]

Slika 4.5.7: UV-VIS spektar kompleksa katehina sa Al3*(Amax=510 nm)
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4.5.3. Odredivanje antioksidativne sposobnosti redukcijom DPPH’ radikala

Kapacitet hvatanja slobodnih radikala ispitivanih uzoraka odredivan je merenjem njihove
sposobnosti da redukuju DPPH" radikale (DPPH test) (Brand-Williams i sar., 1995). 1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil radikal (DPPH") je stabilan radikal ¢iji rastvor u metanolu ima
maksimum apsorpcije na 515 nm (slika4.5.10). U reakciji antioksidanta (reduktora) sa DPPH"
radikalima dolazi do smanjenja apsorbancije na 515 nm jer se DPPH" radikali redukuju do

zuto obojenog difenilpikrilhidrazina, §to se moze predstaviti reakcijom datom na slici 4.5.8
(Foti i sar., 2008).

N02 + ArO'

< E} O,N < \>
N—N NO, + ArOH ———> N—

Slika 4.5.8: Reakcija DPPH " radikala sa fenolima
Rastvori i reagensi:

1. Radni rastvor DPPH’, (40 pg/ml)
2. Standardni rastvor troloksa (100 pg/ml)
3. Metanol, 100%

Postupak:

Odredena zapremina uzorka dodata je u 2.5 ml radnog rastvora DPPH" radikala, a zatim se je
u normalni sud dodat metanol do 5 ml. Dobijena smesa je dobro izmesana i nakon 30 minuta
stajanja na 25°C merena je apsorbanca spektrofotometrijski na 515 nm, uz MeOH kao
referentni rastvor. Sve probe su radene u tri ponavljanja. Kontrolni rastvor je dobijen
mesSanjem 2.5 ml radnog rastvora DPPH" radikala sa 2.5 ml metanola.

Kapacitet hvatanja slobodnih radikala (Radical Scavenging Capacity-RSC) racunat je na
osnovu sledece jednacine:

Auzorka

RSC(%) = (1 ) 100

Akontrole

Odmeravanjem odredene zapremine standardnog rastvora troloksa dobijena je kalibraciona
prava (slika 4.5.9):

RSC(%) = 24.94 [T] - 1.99, n = 5, r* = 0.9998;

Gde je [T] koncentracija troloksa u pg/ml.
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T T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0
koncentracija troloksa, pg/ml

Slika 4.5.9: Kalibraciona prava za odredivanje antioksidativne aktivnosti DPPH" radikalom

T T T T T
400 600 800
A [nm]

Slika 4.5.10: UV-VIS spektar metanolnog rastvora DPPH " radikala

Na osnovu odredenih vrednosti RSC za svaki pojedinacni uzorak, sa kalibracione prave
standardnog rastvora troloksa odredena je antioksidativna aktivnost, a zatim je ukupna
antioksidativna aktivnost u polaznom uzorku izrazena kao ekvivalent troloksa po gramu
uzorka. Troloks (slika 4.5.11) je komercijalni sinteticki antioksidant firme Hoffman-

LaRoche, ¢iji je IUPAC naziv 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilnroman-2-karboksilna kiselina i
predstavlja u vodi rastvoran analog vitamina E.
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HO

Slika 4.5.11: Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina)
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4.5.4. Odredivanje antioksidativne sposobnosti redukcijom ABTS + radikala

Antioksidativna sposobnost ispitivanih uzoraka odredivana je merenjem njihove efikasnosti
redukcije ABTS ™ radikala po metodi koju su opisali Ozgen i saradnici (2006). 2,2'-azino-
bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) ili skrateno ABTS je jedinjenje koje
oksidacijom sa kalijum-peroksidisulfatom (K,S;0g) daje modro-plavi katjon radikal
(ABTS, slika 4.5.13) sa maksimumom apsorpcije na 734 nm (slika 4.5.12). Ovako nastali
ABTS" katjon radikal reaguje sa antioksidantima pri ¢emu se obezbojava, a smanjenje
intenziteta boje srazmerno je koliCini prisutnih antioksidanasa.

Rastvori i reagensi:

1. Osnovni rastvor ABTS " radikala, (oko 1.8 mg/ml)

2. Radni rastvor ABTS " radikala; dobija se razblazivanjem osnovnog rastvora ABTS "
radikala metanolom tako da se dobije rastvor kome na 734 nm apsorbanca iznosi
A =0.700 + 0.020

3. Standardni rastvor troloksa (100 pg/ml)

4. Metanol, 100%

- 2 g -+
HO I/S/ S ,N:< :@\ ;'
2 © \Oi >=N s s?
A )N g OH
" Slika 4.5.13: Struktura ABTS *
04
200 ' 4(I)0 ' G(I)O ' 8(I)0 ' 1 OIOO
A [nm]
Slika 4.5.12: UV-VIS spektar ABTS * radikala (Amax=734 nm)
Postupak:

Uzorak zapremine 0.1 ml je pomesan sa 3.9 ml radnog rastvora ABTS " radikala, smesa je
dobro promesana i ostavljena da odstoji 6 minuta na tamnom mestu. Nakon toga, merena je
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apsorbanca na 734 nm. Kontrolni rastvor je dobijen meSanjem 3.9 ml radnog rastvora
ABTS " radikala sa 0.1 ml metanola.

40 -
30 4

20 1

RSC(%)

10

T T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0
koncentracija troloksa, pg/ml

Slika 4.5.14: Kalibraciona prava za odredivanje antioksidativne aktivnosti ABTS*
radikalom

Kapacitet hvatanja slobodnih radikala (RSC) racunat je prema jednadini:

A
RSC(%) = (1 - M) +100
kontrole
Odmeravanjem odredene zapremine standardnog rastvora troloksa dobijena je kalibraciona
prava (slika 4.5.14) ¢ija je jednacina:
RSC(%) = 15.52 [T] — 1.39, n = 5, r* = 0.9975
Gde je [T] koncentracija troloksa u pg/ml.

Na osnovu odredenih vrednosti RSC za svaki pojedinacni uzorak, sa kalibracione krive
standardnog rastvora troloksa odredena je antioksidativna aktivnost, a zatim je ukupna
antioksidativna aktivnost u polaznom uzorku izraZzena kao troloks ekvivalent po gramu

uzorka.
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4.5.5. Odredivanje sposobnosti redukcije jona Fe3* u Fe2+

Moé¢ redukcije Fe** u Fe** (Iron(111) to iron(11) reduction power - IRA) je jo§ jedno merilo
antioksidativne sposobnosti neke supstance. Kapacitet redukcije jona Fe®" ispitivanih uzoraka
odreden je merenjem njihove sposobnosti da redukuju [Fe(CN)s]* jone do [Fe(CN)s]* jona.
Nastali joni [Fe(CN)s]* reaguju sa viskom Fe®" jona dajuéi berlinsko plavo, KFe[Fe(CN)g].
Merenjem apsorbance na 700 nm (slika 4.5.16) odreduje se koli¢ina berlinskog plavog, a
samim tim 1 mo¢ redukcije odredenog ekstrakta. Antioksidativna sposobnost uzoraka
odredena je po metodi koju su opisali Lim i Quah (2007), a prethodno predlozio Oyaizu
(1986).

[Fe(CN)¢]3~ + e — [Fe(CN)4]*
[Fe(CN)g]* + K* + Fe3* — KFe[Fe(CN)]
(berlinsko plavo)
Rastvori i reagensi:

Fosforni pufer, 0.2 M, pH=6.6;

Ks[Fe(CN)g], 1% (m/v);

CCI3COOH, 10% (m/v);

FeCls3, 0.1% (m/v);

Standardni rastvor galne kiseline (100 pg/ml).

ok wbdE

Postupak:

U 1.25 ml fosfatnog pufera i 1.25 ml kalijum-heksacijanoferata(l11) dodato je 0.5 ml ekstrakta
¢ija se mo¢ redukcije ispituje. Smesa je inkubirana 20 minuta na 50°C. Nakon toga, dodato je
1.25 ml trihlorsir¢etne kiseline, razblazeno sa 4.25 ml dejonizovane vode i dodato 0.85 ml
rastvora gvozde(Ill)-hlorida. Nakon 30 minuta merena je apsorbanca na 700 nm.

Odmeravanjem odredene zapremine standardnog rastvora galne kiseline dobijena je
kalibraciona prava (slika 4.5.15) ¢ija je jednacina:

A =0.3114 [GA] + 0.0106, n = 6, r*= 0.9991;

gde je [GA] koncentracija galne kiseline u pg/ml. Na osnovu izmerenih apsorbanci uzoraka,
sa kalibracione prave standardnog rastvora galne kiseline odredena je sposobnost redukcije
jona Fe** u Fe?* a rezultat je 1zrazen kao ekvivalent galne kiseline po gramu suvog bilja.
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Slika 4.5.15: Kalibraciona prava za IRA test
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Slika 4.5.16: UV-VIS spektar KFe[Fe(CN)e] u reakcionoj smesi (Amax=700 nm)
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4.5.6. Odredivanje sposobnosti redukcije jona Fe3* u Fe2+

Odredivanje sposobnosti redukcije jona Fe** u Fe** FRAP metodom (Ferric-reducing
antioxidant power - FRAP) je jos$ jedan nacin odredivanja antioksidativne sposobnosti nekog
uzorka. Metoda se zasniva (kao i prethodna) na sposobnosti antioksidanta da redukuje
gvozde(Ill) u gvozde(Il) koje gradi ljubicasto-plavi obojeni kompleks sa 2,4,6-tris-2-piridil-
1,3,5-triazinom (TPTZ) (slika 4.5.17). Nastali kompleks, Fe(TPTZ),?*, intenzivno apsorbuje
na 593 nm (slika 4.5.19) (Collins et al., 1959).

X
U
N
2 N“ SN v Fe?t —= (/N
N\ lN/ I\ —
|/ N A

Slika 4.5.17: Gradenje kompleksa gvozda(ll) sa 2,4,6-tris-2-piridil-1,3,5-triazinom (TPTZ)
Rastvori i reagensi:

Acetatni pufer, 0.3 M, pH=3.6;

HCI, 40 mM,;

TPTZ, 10 mM rastvor u 40 mM HCI,;
FeCls, 20 mM;

Standardni rastvor Fe** (0.300 mM).

ok wbdE

Postupak:

FRAP test je izveden po proceduri koju su opisali Benzie i Strain (1996). Odredena
zapremina ekstrakta pomesana je dejonizovanom vodom do 0.1 ml, a zatim je dodato 3 ml
sveze pripremljenog FRAP reagensa (25 ml acetatnog pufera, 0.3 M, pH 3.6 + 2.5 ml 10 mM
TPTZ u 40 mM HCI + 2.5 ml 20 mM FeCl3). Nakon inkubacije od 4 min na 37°C merena je
apsorbanca na 593 nm. FRAP reagens je termostatiran na 37°C pre upotrebe.

Odmeravanjem odredene zapremine standardnog rastvora gvozda(Il) dobijena je kalibraciona
prava (slika 4.5.18) ¢ija je jednacina:

A = 0.02344 [Fe®*] + 0.00702, n = 6, r* = 0.9999,

gde je [Fe**] koncentracija gvozde(Il) u pM. Na osnovu izmerenih apsorbanci uzoraka, sa
kalibracione prave standardnog rastvora gvozda(Il) odredena je sposobnost redukcije jona
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Fe** u Fe?* FRAP metodom, a rezultat je izrazen kao ekvivalent gvozda(Il) po gramu suvog
bilja.

0.8 4
0.6

0.4 1

Apsorbanca na 593 nm

0.2+

0.0 T T T T T T T T T T T 1

Koncentracija Fe** u uM

Slika 4.5.18: Kalibraciona prava za FRAP test

T T T T 1
200 400 600 800 1000 1200
A [nm]

Slika 4.5.19: UV-VIS spektar Fe(TPTZ)2** (Amax=593 nm)
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4.5.7. Odredivanje sposobnosti redukcije jona Cuz+ u Cu*

Za odredivanje sposobnosti redukcije jona Cu?* u Cu® (Cupric ion reducing antioxidant
capacity assay - CUPRAC) kori$¢ena je metoda koju su prvi opisali Apak i saradnici (Apak
et al., 2004). Metoda se zasniva na redukciji jona Cu®* antioksidantima do Cu* jona koji sa
neokuproinom (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin - Neo) grade stabilan kompleks (u neutralnoj i
slabo kiseloj sredini) ¢iji je maksimum apsorpcije na 450 nm (slike 4.5.20 i 4.5.22) (Fulton i
Hastings, 1956).

Slika 4.5.20: Gradenje kompleksa neokuproina sa bakar(I) jonom

Rastvori i reagensi:

Amonijum-acetatni pufer, 1 M, pH=7.0;
Neokuproin, 7.5 mM (u etanolu);
CuCl,, 10 mM;

Standardni rastvor troloksa (50 pg/ml).

P owbdE

Postupak:

U smesu koja sadrzi 1 ml uzorka i vode, 1 ml amonijum-acetatnog pufera i 1 ml rastvora
neokuproina dodato je 1 ml rastvora Cu(ll)-hlorida. Dobijena smesa je dobro promesana i
ostavljena da stoji 30 minuta na tamnom mestu, na 25°C. Nakon toga, merena je apsorbanca
na 450 nm, pri ¢emu je slepa proba smesa bez dodatog uzorka.

Odmeravanjem odredene zapremine standardnog rastvora troloksa dobijena je kalibraciona
prava (slika 4.5.21) ¢ija je jednacina:

A =0.0544 [T] - 0.0013, n = 6, r* = 0.9995;
Gde je [T] koncentracija troloksa u pg/ml.

Na osnovu izmerenih apsorbanci za svaki pojedinacni uzorak, sa kalibracione prave
standardnog rastvora troloksa odredena je sposobnost redukcije jona Cu®* do Cu’, a zatim je
vrednost u polaznom uzorku izraZzena kao troloks ekvivalent po gramu uzorka.
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Slika 4.5.21: Kalibraciona prava za odredivanje sposobnosti redukcije jona Cu?* u Cu*
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Slika 4.5.22: UV-VIS spektar NeozCu* (Amax=450 nm)
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4.6. HPLC

Tecna hromatografija visokih performansi (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC) sa UV/Vis i fluorescentnim detektorom visoke rezolucije primenjena je za
razdvajanje 1 kvantifikaciju fenolnih jedinjenja u pripremljenim uzorcima. IzvrSen je razvoj
HPLC metode pri ¢emu su slede¢i parametri pokazali najbolje rezultate: hromatografsko
razdvajanje izvrSeno je na ZORBAX Eclipse XDB-C18 koloni (4.6 mm x 150 mm, sa
veli¢inom Cestica od 5-um) uz sistem rastvaraca: A — (acetonitril) i B - (dejonizovana voda sa
0.1% mravlje kiseline). Razdvajanje komponenti je izvedeno primenom sledeceg linearnog
gradijenta: 0-25 min, 90% B; 25-35 min, 90% B - 80% B; 35 - 40 min 80% B -70% B, 40-50
min, 70% B. Protok mobilne faze je iznosio 0.8 ml/min. Injektovano je 20 pl rastvora uzorka,
automatski, koris¢enjem autosamplera. Kolona je termostatirana na temperaturi od 30°C.

Fenolne komponente prisutne u uzorcima su identifikovane poredenjem njihovih retencionih
vremena i spektara sa retencionim vremenom i spektrom standarda za svaku komponentu.
Kori$¢eni su standardi kiselina (tabela 4.6.1): galne, protokatehinske, 4-hidroksibenzoeve,
2,5-dihidroksibenzoeve, vanilinske, kafene, siringinske, p-kumarne, ferulne, sinapinske i
salicilne. Takode su koriSéeni standardi flavonoida: katehina, epikatehina, rutina, naringina,
naringerina, morina, kvercetina, hesperidina i hesperetina. Kvantitativno odredvanje
komponenata je izvrSena metodom spoljasnjeg standarda. Za svaki pojedinacni standard
pripremljen je osnovni rastvor masene koncentracije 1.0 mg/ml, rastvaranjem u 96% (v/v)
rastvoru etanola. Konstruisana je kalibraciona kriva, za svaki standard, na osnovu dobijenih
povrSina u zavisnosti od masene koncentracije standarda. Iz dobijene jednacine linearne
zavisnosti izracunate su masene koncentracije komponenti u uzorcima.

Sve analize su ponavljene tri puta.
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Slika 4.6.1: UV-VIS spektar i struktura galne kiseline
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Slika 4.6.2: UV-VIS spektar i struktura kafeinske kiseline
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Slika 4.6.3: UV-VIS spektar i struktura p-kumarne kiseline
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Slika 4.6.4: UV-VIS spektar i struktura ferulne kiseline
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Slika 4.6.5: UV-VIS spektar i struktura katehina
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Slika 4.6.6: UV-VIS spektar i struktura epikatehina
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Slika 4.6.7: UV-VIS spektar i struktura kvercetina
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Slika 4.6.8: UV-VIS spektar i struktura rutina
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Slika 4.6.9: UV-VIS spektar i struktura hesperetina
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Slika 4.6.10: UV-VIS spektar i struktura naringenina
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Slika 4.6.11: HPLC spektar standarda snimljen na 280 nm (1-galna kiselina, 2-kafena
kiselina, 3-p-kumarna kiselina, 4-ferulna kiselina, 5-katehin, 6-epikatehin, 7-rutin, 8-
kvercetin, 9-naringenin, 10-hesperetin)
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Slika 4.6.12: HPLC spektar standarda snimljen na 320 nm (2-kafena kiselina, 3-p-kumarna
kiselina, 4-ferulna kiselina, 7-rutin, 8-kvercetin, 9-naringenin, 10-hesperetin)
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Slika 4.6.13: HPLC spektar standarda snimljen na 360 nm (7-rutin, 8-kvercetin)
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Slika 4.6.14: HPLC spektar standarda snimljen fluorescentnim detektorom sa talasnom
duZinom ekscitacije od 275 nm i talasnom duZinom detekcije od 322 nm (5-katehin, 6-
epikatehin)
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Tabela 4.6.1: HPLC karakteristike za fenolne kiseline i flavonoide

e tr A . . 2 LOD LOQ Opseg
jedinjenje (min)  (nm) nagib  odsecak r (ug/ml)  (ug/mi) (ug/mi)
kiselina
1 Galna 270 280 63.88 -0.31  0.99999 0.047 0.157 0.22 - 54
2 Kafena 942 320 130.99 0.38 0.99998 0.023 0.076 0.22-55
3 p-Kumarna 1781 320 152.49 5.76  0.99997 0.020 0.066 0.34-84
4 Ferulna 2482 320 127.40 2.73 0.99998 0.024 0.078 0.21-53
flavonoid
5 Katehin 6.86 FLD' 2137 -1.25 0.99999 0.070 0.234 0.31-63
6 Epikatehin 1230 FLD' 17.94 245 099998 0.084 0.279  0.36-76
7 Rutin 35.22 360 44.65 0.22  0.99998 0.034 0.112 0.23 - 58
8 Kvercetin 43.68 360 89.93 1.05 0.99999 0.017 0.056 0.22 - 54
9 Naringenin 46.66 280 66.24 3.18 0.99998 0.023  0.075 0.22-54
10 Hesperetin 48.70 280 75.58 214 0.99996 0.020 0.066 0.24-74

'Kod odredivanja katehina i epikatehina koriséen je fluorescentni detektor (FLD), sa talasnom duzinom
ekscitacije od 275 nm i talasnom duzinom detekcije od 322 nm
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4.7.1CP metoda za odredivanje mineralnog sastava

ICP-OES metoda je koris¢ena za kvalitativnu 1 kvantitativnu analizu uzoraka biljnih vrsta i
¢ajeva na sadrzaj metalnih jona.

Rastvori i reagensi:

1. Multi standard — Ultra scientific analytical solution USA
2. HNO; (1:1)
3. Argon 5.0 (99,999% Cistoce)

Parametri metode:

e Snaga RF generator — 1150 W

e Brzina pumpe — 50 rpm

e Protok gasa za hladenje — 12 L/min

e Protok rasprsivaca gasa — 0.7 L/min

e Pravac posmatranja plazme — aksijalni

e Vreme ispiranja—30s

e Tri probe za svaki uzorak

e Prikaz rezultata u ppm sa Cetiri znacajne cifre.

Za svaki element ¢iji sadrzaj je bilo potrebno odrediti, formirana je metoda tako $to je izvrSen
izbor odgovaraju¢ih parametara metode i odabir viSe talasnih duZina. U cilju konstruisanja
kalibracione prave, koja daje zavisnost relativnog intenziteta signala na odgovarajucoj
talasnoj duZini u funkciji od koncentracije analita, snimana je slepa proba (dejonizovana
voda) 1 dva rastvora standarda razli¢itih koncentracija dobijenih razblaZzivanjem osnovnog,
referentnog standarda. Za svako merenje radene su po tri probe.

4.8. I1zolovanje etarskih ulja

Etarska ulja su izolovana iz sveZeg biljnog materijala, koji je nakon usitnjavanja i tacnog
odmeravanja mase hidrodestilovan u originalnom aparatu po Clevenger-u u toku 2.5 h.
Dobijena etarska ulja su ekstrahovana dietil-etrom, a zatim su dobijeni ekstrakti suseni
anhidrovanim magnezijum-sulfatom. Nakon odvajanja sredstva za suSenje filtriranjem i
rastvaraca destilacijom na rotacionom vakuum uparivac¢u na sobnoj temperaturi, odreden je
prinos ulja. Sva etarska ulja su analizirana neposredno nakon izolovanja koris¢enjem metode
GC-MS.
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4.9. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti

Za odredivanje antimikrobne aktivnosti etarskih ulja i ekstrakta, koris¢eno je: pet Gram-
pozitivnih, Sest Gram-negativnih sojeva bakterija i dvoje fungalnih mikroorganizma (tabela

4.9.1).

Tabela 4.9.1 Mikroorganizmi korisceni za ispitivanje antimikrobne aktivnosti

Gram-pozitivne bakterije

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Bacillus subtilis ATCC 6633
Clostridium perfringens ATCC 19404 cr
Listeria innocua ATCC 51742 frlI N N
Enterococcus faecalis ATCC 19433 N~ N
Gram-negativne bakterije @
Proteus vulgaris ATCC 8427
Enterobacter aerogenes ATCC 13048
Escherichia coli ATCC 8739
Proteus mirabilis ATCC 12453 trifeniltetrazolijum-hlorid
Salmonella enteritidis ATCC 13076
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
Gljivice
Candida albicans ATCC 10231
Aspergillus niger ATCC 16404

tetraciklin (antibiotik)

OH

‘s,
,
’,
’

HO OH OH OH OH

‘s,
‘,
’,
’

NN F

K
\

\
W

0., O
HO‘\‘\Q\OH
NH,

nistatin (fungicid)

Ispitivanje antimikrobne aktivnosti vrSeno je 1 mikrodilucionom metodom (National
Committee for Clinical Laboratory Standards - NCCLS, 2007). Odredivanje minimalne
inhibitorne koncentracije (MIC) vrSeno je metodom serije razblazenja na mikrotitarskim
plocama sa 96 bunari¢a (well). Bakterije su kultivisane na Mueller Hinton agaru (37 °C), a
gljivice na Sabouraud dekstroznom agaru (30 °C). Posle 18 ¢asova kultivisanja, napravljena
je bakterijska suspenzija u Mueller Hinton bujonu, pri ¢emu je turbidimetrijskom metodom
broj mikroorganizama standardizovan na 0.5 jedinica na McFarland-ovoj skali. Konacna
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koncentracija bakterijskog inokuluma iznosila je 5-10° CFU/ml. Apsorbancija svake od
suspenzija merena je spektrofotometrijski (UV/VIS 1610, Shimadzu, Japan). Suspenzije
gljivica su napravljene u Sabouraud dekstroznom agaru. Broj zivih mikroorganizama utvrden
je koris¢enjem hemocitometra (za bakterije) i “Thoma chamber” (za gljivice). Fungalni
inokulum je iznosio 1-10* CFU/m.

Uzorci za testiranje su pripremljeni rastvaranjem u 100% dimetil-sulfoksidu (DMSO).
Najveca koncentracija DMSO-a u bunari¢ima je bila 10% (v/v), $to je prethodno potvrdeno
kao koncentracija koja ne utiCe na rast testiranih sojeva mikroorganizama. Mikrotitarske
plo¢e su, nakon dodavanja inokuluma u bunari¢e ploce, inkubirane na 37 °C u toku 24 casa
(bakterije) ili 30 °C u toku 48 Casa (gljivice).

Bakterijski rast je vizualizovan dodavanjem 20 ul 0.5%-tnog vodenog rastvora
trifeniltetrazolijum-hlorida (TTC) (Sartoratto i sar, 2004). Tetraciklin i nistatin su kori§¢eni
kao pozitivna, a rastvara¢ (10% rastvor DMSO-a u vodi) kao negativna kontrola. Minimalna
inhibitorna koncentracija (MIC) je definisana kao najniza koncentracija ispitivanog uzorka
koja sprec¢ava vidljiv rast mikroorganizma (crveno obojenje na dnu caSica nakon dodavanja
TTC-a), dok minimalna baktericidalna/fungicidalna koncentracija (MBC/MFC) oznacava
najniZzu koncentraciju koja ubija 99.9% mikroorganizama. Prilikom odredivanja MBC/MFC,
bujon je uzet iz svih CaSica bez vidljivog rasta, inokuliran i inkubiran 24 ¢asa na 37 °C za
bakterije ili u toku 48 Casa na 30 °C za gljivice ¢iji je rast pracen. Testovi su ponavljani Cetiri
puta.
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4.10. Ispitivanje hepatoprotektivne aktivnosti

Svi eksperimenti su izvodeni na laboratorijskim pacovima (200—250 g; Wistar rats*, uzgajeni
u vivarijumu Instituta za biomedicinska istrazivanja, Medicinskog fakulteta u NiSu) muskog
pola, ¢uvanim na sobnoj temperaturi (27£2 °C) u laboratoriji, sa dnevno-no¢nim rezimom
svetla od 12 sati i slobodnim pristupom hrani i vodi. Dvanaest sati pre svakog eksperimenta,
zivotinje su dobijale samo vodu, da bi se izbegao uticaja hrane na aktivnost ispitivane
supstance.

Slika 4.1.1: beli laboratorijski Wistar pacov (Rattus norvegicus)

Na dan eksperimenta Zivotinje su podeljene u osam eksperimentalnih grupa od po Sest
zivotinja. Dve grupe su sluzile kao pozitivna i negativna kontrola i primile su CCly (2.5 ml/kg
50% (v/v) CCl4u maslinovom ulju) i maslinovo ulje intraperitonalnom injekcijom (i.p.). Test
grupe pacova, tri grupe po ekstraktu, tretirane su i.p. ekstraktima G. macrorrhizum-a (list i
rizom) pripremljenim u dozama 120, 240 i 480 mg/kg (telesne mase). Nakon sat vremena od
dobijanja ekstrakata Zzivotinjama je injektirano ip. po 2.5 ml CCls; 50% rastvora u
maslinovom ulju (v/v). Dvadeset Cetiri ¢asa nakon toga Zivotinjama je uzeta krv i one su
zrtvovane predoziranjem ketaminom (Ketamidor 10%, Richter Pharma AG, Wels, Austria).
Jetra svakog pacova je propisno uklonjena i uzorci su uzeti za histoloSku analizu.

IstraZivanja su bila u skladu sa usvojenim nacelima 1 direktivama Evropskog Saveta od 24.
novembra 1986. - The European Council Directive of November 24th, 1986 (86/609/EEC) i
odobrena Lokalnim Etickim komitetom (dozvola broj 01-2857-3, izdata 27. aprila 2012. Svi
napori su ucinjeni da se smanji broj Zivotinja uzetih za eksperiment i njihova patnja tokom
eksperimenta.

Biohemijska merenja su izvrSena tako Sto je uzeta krv centrifugirana na 1500 rpm na 4 °C u
toku 15 minuta da bi se dobio serum u kome su odredivani enzimi. Aspatrat transferaza
(AST), alanin transaminaza (ALT), serum alkalna fosfataza (ALP), y-glutamat transpeptidaza
(y-GT), pseudoholin esteraza (PCES) i totalni bilirubini (TB) su odredeni pomoc¢u Olympus
AUGB0® Chemistry-Immuno Analyzer (Olympus America INC, USA).

! Wistar rats — vestacki odgajen soj albino pacova koji pripadaju vrsti Rattus norvegicus. Razvijen je u
laboratorijama Wistar Instituta (Filadelfija, USA) 1906. Prvi je soj pacova koji vestacki razvijen da sluzi kao
model Zivotinja namenjena laboratorijskim ispitivanjima.
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Uzorci jetre namenjene histopatoloSkom posmatranju su fiksirani u puferovanom
formaldehidnom rastvoru (10%, m/m). Fiksirano tkivo je zatim dehidrovano serijom rastvora
etanola u vodi (od 50% do 100%, v/v), ugradeno u parafin, ise¢eno na 4-5 um tanke parcice,
obojeno hematoksilinom i eozinom i ispitivano na optickom mikroskopu Olympus BH2
(Olympus America INC, USA).

4.11. Statisticka obrada podataka

Rezultati su izrazeni u obliku: srednja vrednost + standardna devijacija. Statisticki znacajna
razlika je odredivana jednosmernom analizom varijanse (ANOVA) za kojom je sledio (u
sluc¢aju potrebe) post hoc test (Tukey). U svim statistickim analizama interval poverenja je
bio 95% (p = 0.05). Za statisticku analizu koriS¢en je odgovaraju¢i racunarski program
(Graph pad Prism version 5.03, San Diego, CA, USA).
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5. REZULTATI I DISKUSA

5.1. Geranium macrorrhizum L. (Geraniaceae)

Rizom i nadzemni delovi biljne vrste Geranium macrorrhizum L. (Geraniaceae) sakupljani su
sa podrucja Svrljiskih planina (podrucje sela Varos) u Jugoisto¢noj Srbiji u julu 2011 godine.
Identitet biljne vrste je potvrden od strane ovlas¢enog biologa sa Departmana za Biologiju i
Ekologiju, Prirodno-matematickog fakulteta, Univerziteta u NiSu. Vaucer sa primerkom
biljne vrste je deponovan u herbarijim pomenutog departmana pod brojem 5529.

Biljne vrste iz roda Geranium se koriste $irom sveta u narodnoj medicini (Radulovié i sar.,
2010). Veruje se da je visok sadrzaj hidrolizabilnih i kondenzovanih tanina odgovoran za
diuretsko, antidijarejno i hemostatsko dejstvo koje pokazuju mnoge biljne vrsta iz ovog roda
(Genova i Ivancheva, 1995). U skorije vreme, za mnoge Geranium vrste pokazana su
antiinfektivna (Serkedjieva i Hay, 1998; Radulovic¢ i sar., 2010) i antioksidantna (Lamaison i
sar., 1993; Miliauskas i sar., 2004a). dejstva.

Hepatoprotektivno dejstvo sliéne biljne vrste, G. thunberghii Sieb et Zucc., koja se
tradicionalno Kkoristi u Japanu kao lek za bolesti jetre, je dobro poznato i potvrdeno u brojnim
studijama na pacovima kao eksperimentalnim modelima (Nakanishi i sar., 1998). Radena su
istrazivanja sa geraniin-om, taninom izolovanim iz ove i drugih Geranium vrsta za koga se
veruje da je glavni nosilac ovih hepatoprotektivnih efekata (Nakanishi i sar., 1998; 1999).

Da bi se minimizirao broj zivotinja uzetih za in vivo testove odluceno je da se najpre izvede
veci broj In vitro antioksidativnih testova kako bi se medu ekstraktima izabrao jedan sa
najverovatnije najjacim hepatoprotektivnim dejstvom. Odreden je sadrzaj ukupnih fenola
(TP) i flavonoida (TF) i doveden u korelaciju sa in vitro testovima kako bi se potvrdila (ili
odbacila) pretpostavka da su fenolna jedinjenja odgovorna kako za antioksidativnu tako i za
hepatoprotektivnu aktivnost. Takode, ispitana je moguca antimikrobna aktivnost ekstrakta G.
macrorrhizum-a kako bi se videlo da li upotreba zdravca kao adstrigentnog sredstva kod
zarastanja rana u narodnoj medicini ima osnova.
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5.1.1 Sadrzaj fenola i flavonoida i in vitro antioksidantna aktivnost

Od cetiri upotrebljena rastvaraca za ultrazvuc¢nu ekstrakciju (metanol, etanol, aceton 1 etil-
acetat) kao najefikasniji, u smislu dobijenog ekstrakcionog prinosa, pokazao se metanol, za
kojim sledi etanol (tabela 5.1.1). Aceton i etil-acetat su pokazali vrlo malu sposobnost
ekstrakcije. Ekstrakciona efikasnost metanola u kombinaciji sa ultrazvukom je bila izuzetna,
45.8151.2% (m/m) za rizom i nadzemni deo (uglavnom list).

Tabela 5.1.1: Prinos ekstrakcije, sadrZaj fenola (TP) i flavonoida (TF) u ekstraktima

Rastvara¢ % ekstrakcije TP? TP
metanol 51.2+0.3a 160 + 3a 45+ 1a
= etanol 42.7 £0.3b 109 + 4b 30+ 1b
— aceton 9.9+0.2c 13.8 +0.5¢c 9.0+0.1c
etil acetat 7.9+0.2d 6.3+ 0.4d 4.1+0.1d
metanol 458 £0.2e 86 + 2e 275+ 0.7e
S etanol 21.3 +0.2f 51 + 2f 14.9 +0.3f
= aceton 6.0+ 0.1g 22.4+0.8g 5.8+ 0.2g
etil acetat 4.8 £0.1h 55+0.1d 2.5%0.1d

®mg ekvivalenata galne kiseline po g suve mase (mg GAE/g shm); °mg ekvivalenta katehina po g suve
mase (mg CE/g sbm); vrednosti sa razli¢itim slovima u istoj koloni su statisti¢ki znacajno razlicite za
p<0.05 kada se koristi ANOVA Tukey post hoc test.

Koli¢ina totalnih fenola (TP) u metanolnom ekstraktu G. macrorrhizum-a (tabela 5.1.1) od
160 + 3i 86 + 2 mg ekvivalenata galne kiseline po gramu suvog biljnog materijala (za list i
rizom), ¢ini ovu biljnu vrstu veoma bogatim izvorom prirodnih fenola. Sli¢ni rezultati za G.
macrorrhizum, mada ne tako dobri kao dobijeni ovde, su publikovali Miliauskas i sar.
(2004b). Etanolni ekstakt sadrzi nizu vrednost TP od metanolnog ali i dalje znacajnu. Sli¢no
TP, sadrzaj ukupnih flavonoida (TF) je najvisi u metanolnom ekstraktu — 45 + 11 27.5 + 0.7
mg ekvivalenata katehina po gramu suvog biljnog materijala (za list i rizom). Aceton i etil-
acetat nisu pokazali znacajnu sposobnost ekstrakcije kako TP tako 1 TF. Generalno govorec¢i,
ekstrakti lista pokazuju viSe vrednosti TP 1 TF od odgovarajucih ekstrakta rizoma. Postoji
velika korelacija izmedu sadrzaja TP i TF u ekstraktima (r°=0.992, tabela 5.1.3).

Metanolni ekstrakt pokazuje najvece radikal-hvatacke sposobnosti prema relativno stabilnom
DPPH radikalu (u odnosu na ABTS) u poredenju sa ostalim rastvara¢ima (tabela 5.1.2).
Reduktivna sposobnost metanolnog ekstrakta uporedena sa troloksom prikazana je na slici
5.1.1. Ekstrakt lista pokazuje bolju DPPH hvatacku sposobnost od odgovaraju¢eg ekstrakta
rizoma (osim u slucaju acetonskog ekstrakta).
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Jo§ jednom, metanolni ekstrakt je pokazao najjacu sposobnost hvatanja reaktivnijeg ABTS
radikala: 323 = 2 (list) i 170 + 2 (rizom) mg TE po gramu suve mase (tabela 5.1.2).
Metanolni ekstrakti rizoma i lista pokazuju izuzetno jaku aktivnost $to je prikazano na slici
5.1.2. Kao $to je i ocekivano, vrednosti troloks ekvivalenata dobijenih u ovoj metodi po
gramu biljnog materijala su viSe u odnosu na odgovaraju¢e vrednosti dobijene DPPH
metodom zbog manje stabilnosti ABTS katjon radikala. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa
rezultatima koje su saopstili Miliauskas 1 sar. (2004b).

Tabela 5.1.2: In vitro antioksidantna aktivhost, DPPH i ABTS radikal

Rastvarac DPPH? ABTS® IRA FRAP® CUPRAC?
metanol 179 £ 2a 323 + 2a 84.2+0.3a 1350 + 50a 466 + 4a
= etanol 71+1b 206 + 2b 17.8+0.3b 940 + 30b 355+ 6b
= aceton 95+01c 113:+01c  40+03c  79+4cd  30.5+0.4c
etil acetat 4.2 +£0.1d 57+0.1d 2.2+0.1d 30+ 1d 21.1+0.3d
metanol 106 * 2e 170 £ 2e 42.4 +0.4e 630 = 10e 269 + 2e
g etanol 50 £ 1f 72+ 1f 11.6 + 0.3f 355 + 4f 207 + 3f
N
o aceton 204+0.7g 20.3+0.2¢9 8.5+ 0.4¢g 108 + 6¢ 50.0 £ 0.69

etil acetat 42+0.2d 4.4 +0.1d 2.1+0.1d 246+0.8d 14.8+0.1d

mg Trolox ekvivalenta po g suve mase (mg TE/g sbm); ’mg ekvivalenata galne kiseline po g suve mase
(mg GAE/g sbm); ‘umol Fe?* ekvivalenta po g suve mase (umol Fe*'/g sbm); vrednosti sa razligitim
slovima u istoj koloni su statisti¢ki zna¢ajno razli¢ite za p<0.05 kada se koristi ANOV A Tukey post hoc
test.

Moé¢ redukcije Fe** u Fe** (Iron(111) to iron(11) reduction power - IRA) je jo§ jedno merilo
reduktivnog kapaciteta uzoraka i moZe biti znacajan indikator njihove antioksidativne
sposobnosti (Sacan i Yanardag, 2010). Kapacitet redukcije jona Fe** svih ekstrakta je
uporeden sa galnom kiselinom kao standardom (na slici 5.1.3. dat je izgled grafika u slucaju
metanolnih ekstrakta). Jo§ jednom, metanolni ekstrakti su pokazali naviSu antioksidativnu
sposobnost pri ¢emu ona opada u nizu: metanol > etanol > aceton > etil acetat (tabela 5.1.2). |
ova metoda je potvrdila da je metanol najbolji medijum za ekstrakciju komponenti
odgovornih za antioksidativnu sposobnost.

FRAP (Ferric-reducing antioxidant power) metoda je sli¢na prethodnoj i njome merena
antioksidativna sposobnost za metanolni ekstrakt zdravca iznosi 1347.91 + 46.71 (za list) i
632.08 + 9.04 (za rizom) mmol Fe®* po gramu suve biljne matrije (tabela 5.1.2). Poredenje sa
standardnim rastvorom Fe?* jona prikazano je na slici 5.1.4.

Kao 1 u slucaju celog spektra prethodno primenjenih antioksidativnih metoda, tako i u slucaju
CUPRAC metode, metanolni ekstrakt je pokazao najjacu redukcionu sposobnost (466.00 +
4.09 i 268.88 + 2.17 mg TE po gramu suve biljne mase, za list i rizom). Antioksidativna
sposobnost ekstrakta opada u nizu metanol > etanol > aceton > etil acetat (tabela 5.1.2).
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Tabela 5.1.3: Koeficijenti korelacije izmedu totalnih fenola, totalnih flavonoida i
primenjenih in vitro antioksidantnih testova

TP TF DPPH  ABTS IRA FRAP CUPRAC
TP 1.000 0992 0957 0.997 0.893  0.997 0.991
TF 1.000 0964 0993 0904 0.988 0.981
DPPH 1.000 0963 0976  0.942 0.940
ABTS 1.000 0.909  0.996 0.981
IRA 1.000  0.880 0.853
FRAP 1.000 0.986
CUPRAC 1.000

Ako se posmatra zavisnost izmedu sadrzaja fenola i individualnih antioksidativnih testova
primecuje se izuzetno visoka korelacija. Najveca vrednost korelacije ukupnih fenola je sa
metodom FRAP (r?=0.9973) za kojom slede ABTS (r*=0.9966), CUPRAC (r?=0.9906),
DPPH (r*=0.9572) dok je najniza vrednost korelacije (ali i dalje znadajna) izmedu TP i IRA
(r*=0.8928). Ovo pokazuje da je visok sadrzaj fenolnih jedinjenja direktno povezan sa in vitro
a verovatno i sa in vivo antioksidantnim aktivnostima.

Posto postoje visoke vrednosti r* (tabela 5.1.3) svih primenjenih antioksidativnih testova koji
pokrivaju veliki raspon radikal-hvatackih sposobnosti (stabilnih i reaktivnih radikala) i redoks
potencijala (fero/feri i kupro/kupri, fino podeSenih kompleksiranjem) kao i sadrzaja fenola
(TP) i flavonoida (TF), mozemo zakljuciti da su fenoli i flavonoidi glavni nosioci izuzetno
visoke antioksidantne sposobnosti ispitivanih ekstrakta lista i rizoma G. macrorrhizum-a.

Vise primenjenih antioksidantnih in vitro testova na ekstraktima lista i rizoma G.
macrorrhizum-a (razli¢itim rastvara¢ima), vodilo je ka izboru najboljeg rastvaraca za
dobijanje ekstrakta koji bi se koristili u in vivo testovima. Metanolni ekstrakt se pokazao ne
samo kao najbolji u antioksidativnim testovima, sadrzaju fenola 1 flavonoida, nego 1 u prinosu
ekstrakovane mase po gramu suve biljne materije. Iz navedenih razloga, odluceno je da se
detaljnije analizira sastav kao i da se ispita hepatoprotektivna i antimikrobna sposobnost
metanolnog ekstrakta lista i rizoma G. macrorrhizum-a
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Slika 5.1.1: DPPH test metanolnog ekstrakta
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Slika 5.1.2: ABTS test metanolnog ekstrakta
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Slika 5.1.3: IRP test metanolnog ekstrakta
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Slika 5.1.4: FRAP test metanolnog ekstrakta
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Slika. 5.1.5: CUPRAC test metanolnog ekstrakta

5.1.2 Hepatoprotektivna aktivnost

Hepatoprotektivna aktivnost ekstrakta lista i rizoma G. macrorrhizum-a je ispitivana CCl,
indukovanom hepatotoksi¢noS¢u na wistar pacovima kao model zivotinjama (Rao, 2003).
Unosenje CCly u organizam Zivotinje izaziva akutno oStecenje jetre slobodnim radikalima pri
¢emu celije jetre (hepatociti) stradaju a njihov sadrzaj dospeva u krvotok. Pracenjem nivoa
enzima aspartat transaminaze (AST), alanin transaminaze (ALT), y—glutamil transpeptidaze
(y—GT), alkalne fosfataze (ALP), plazma holinesteraze (PCHE) i totalnih bilirubina (TB) u
serumu zivotinje u odnosu na kontrolnu grupu kojoj nije dat CCls odredujemo stepen
ostecenja jetre. Povecanje koncentracije ovih enzima (odnosno, njihove aktivnosti), narocito
povecanje ALT, je indikacija oSte¢enja jetre (Lin, 1986).

Nivoi ovih enzima i ukupnih bilirubina (TB) u grupi zivotinja koja je tretirana zajedno CCly-
om i ekstraktom G. macrorrhizum-a (rastvorenim u maslinovom ulju) znacajno je povisen u
odnosu na kontrolnu grupu. Medutim, ovi parametri su znacajno nizi kada ih poredimo sa
parametrima grupe koja je dobila samo CCl, (tabela 5.1.4; slika 5.1.6). Povecanje nivoa
ukupnih bilirubina u krvnoj plazmi nakon davanja CCl, eksperimentalnim Zivotinjama je
povezano sa nemogucnoscu da ih oStecena jetra normalno resorbuje, konjuguje 1 izluci u zuc.
Ovo predstavlja vrlo osetljiv test kojim se odreduje ozbiljnost nekroze celija jetre (Rajesh i
Latha, 2004, Klaassen i Watkins, 1984).
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Tabela 5.1.4: Efekat ekstrakta biljne vrste G. macrorrhizum na nivo ALP, y - GT, PCHE i TB
u krvnoj plazmi ispitivanih Zivotinja

Grupe Doza (mg/kg)  ALP (U/L) y - GT (U/dL) (IZSI/_:jEL) TB (umol/L)
(10 ml/kg) - 101.0+8.4 90.1+4.2 243+2.8 23+04

cCl? - 4464 +125° 2153+10.7° 72.1+58° 23.2+1.2°

120 305.3+9.9°¢ 1825+9.3°° 540+27°¢  13.1+0.9"°
ekstrakt rizoma 240 256.7 +10.6"° 156.8+7.4°° 395+33"¢  83+0.7°°
480 201.2+95°¢ 1227+86°° 355+14°°  7.9+06"°

120 246.6 +10.2°° 1484 +85°° 49.6+3.7°°  105+0.8"°
ekstrakt lista 240 189.8+5.6"¢ 131.7+9.7°¢ 335+4.1°°  8.1+0.7°°
480 123.4+8.1°° 1025+7.3°  258+2.1° 6.2 +0.5°°

2 2.5 ml/kg rastvora 50% CCl, u maslinovom ulju (v/v); ®p<0.001 vs. kontrolna grupa; °p<0.001 vs. CCl,

Potvrdena je zavisnost koli¢ine datog ekstrakta i stepena normalizacije nivoa bilirubina u
grupi koja je tretirana ekstraktima G. macrorrhizum-a, $to ukazuje na njihovu sposobnost da
povrate naruSenu sinteticku funkciju jetre (tabela 5.1.4). Rezultati navedenih biohemijskih
analiza ukazuju na veliku sposobnost ekstrakta, kako lista tako i rizoma G. macrorrhizum-a,
da smanje oStecenje jetre.

Dobijeni histoloski rezultati su u slaganju sa rezultatima dobijenim merenjem aktivnosti
enzima u serumu. Histoloski preparati jetre dobijeni od kontrolne grupe (slika 5.1.7A) pod
mikroskopom pokazuju normalnu morfologiju sa centralnom venom u centru reznjica
(lobulusa). Celije jetre su radijalno poredane u formi lamela. Venski sinusi konvergiraju ka
centralnoj veni. Davanje CCl, indukuje nekoliko morfoloskih i histopatoloskih deformacija
jetre. Normalna arhitektura jetre se u celosti gubi i javljaju se centrilobularne nekroze sa
sitnim vakuolama. Takode se uocava infiltracija limfocitima u periportalnoj oblasti i oko
centralne vene, kao 1 masna degenaracija hepatocita. Histopatoloska ispitivanja pokazala su
da postoji veliki broj oSte¢enja hepatocita koji postaju mnogo vece zapremine, a povremeno
dolazi do njihovog slivanja u vece agregate. Histoloska grada jetre Zivotinja tretirane sa CCls-
om i ekstraktom rizoma ili lista G. macrorrhizum-a pokazuje znake regeneracije hepatocita,
centralne vene i portalne trijade (Slika 5.1.7C i 5.1.7D). Tretman ekstraktima smanjuje
fokalnu nekrozu, vakularnu degeneraciju, kao i infiltraciju limfocitima, §to sve zajedno
predstavlja efekte regeneracije. Ovi ekstrakti smanjuju dalju degeneraciju, dok sa druge
strane pospesuju regeneraciju hepatocita, $to se zajedno pozitivno odrazava na funkcije ovih
¢elija.

Trihlorometil radikal (CCl3"), koji se generise u prisustvu CCly, vezuje se za makromolekule
u tkivu, indukuje peroksidnu degeneraciju membranskih lipida i naruSava homeostazu jona
Ca®" §to vodi do hepatocelularnih o§te¢enja i/ili iscrpljuje antioksidantnu odbranu. Zbog toga,
antioksidantna aktivnost ili inhibicija formiranja slobodnih radikala mora biti vazan faktor u
odbrani od CCl, indukovane hepatotoksi¢nosti (Castro, 1974). Smanjenje nivoa navedenih
enzima u serumu primenom ekstrakta zdravca, moze znaciti da ovi ekstrakti stabilizuju
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¢elijske membrane hepatocita i tako spreCavaju curenje sadrzaja cCelije u ekstracelijski
prostor. Ovo je u slaganju sa opsteprihva¢enim misljenjem da se nivo serumske transaminaze
vrata na normalu sa oporavljanjem hepatocita (Thabrew, 1987). Efikasnost nekog
hepatoprotektivnog leka zavisi od njegove sposobnosti kako da smanji Stetni uticaj toksina
tako i da vrati na normalu fiziolosku funkciju hepatocita (Raghavendran, 2003). Ima sve vise
dokaza da je pozeljno povecanje antioksidantnog potencijala celije kako bi se umanjio
inflamatorni odgovor organizma kod mnogih bolesti, ukljuc¢uju¢i i CCls indukovanu
hepatotoksi¢nost (Campo i sar., 2008). Hepatotoksini, kao CCly ili endotoksini, veoma brzo
indukuju proinflamatorne citokine (kao na primer TNF-a i IL-1p od Kupffer-ovih ¢elija) $to
za posledicu ima zapaljenjsku reakciju.
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Slika 5.1.6: Efekat ekstrakta rizoma (GMR) i lista (GML) na nivoe ALT i AST enzima u
plazmi. *p<0.001 vs. kontrolna grupa; #p<0.001 vs. CCl,.
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Slika 5.1.7: Efekat ekstrakta rizoma i lista G. macrorrhizum-a na histoloske promene jetre
kod CClytretiranih pacova (uveéanje 200 puta). A) Kontrolna grupa-normalna lobularna
arhitektura i Celijska struktura; B) CCly tretirana grupa: hepatocelularno ostecenje sa
portalnom inflamacijom, centrizonalna nekroza i hiperplazija Kupffer-ovih Celija; C)
Sekcija jetre pacova tretiranih sa CCly i 480 mg/kg ekstrakta lista G. macrorrhizum-a:
skoro normalna arhitektura jetre. Regeneracija hepatocita oko centralne vene; D) Sekcija
jetre pacova tretiranih sa CCl4 i 480 mg/kg ekstrakta rizoma G. macrorrhizum-a:
minimalna inflamacija
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5.1.3 Antimikrobna aktivnost

Antimikrobna aktivnost dva metanolna G. macrorrhizum ekstrakta (lista i rizoma) je
odredena prema sedam bakterijskih i dva gljivicna soja. Rezultati dobijeni mikrodilucionom
metodom (tabela 5.1.5) pokazuju veoma znacajnu inhibitornu aktivnost ekstrakta, pri ¢emu
MIC vrednosti iznose od 15.6 do 500 pg/mL (list) i od 15.6 do 5000 pg/mL (rizom).

Uzorci za testiranje su pripremljeni rastvaranjem u 100% dimetil-sulfoksidu (DMSO).
Napravljena je serija osnovnih rastvora razblazivanjem sa krajnjim koncentracijama u opsegu
2.00-5000 pg/ml za ekstrakt rizoma i 0.200-500 pg/ml za ekstrakt lista G. macrorrhizum-a.

Ekstrakt izolovan iz lista zdravca pokazuje inhibitornu aktivnost prema Sest bakterijskih i
jednom soju gljivica. Najrezistentniji bakterijski soj, €iji rast nije inhibirala ni jedna ispitivana
koncentracija, je Gram negativna Escherichia coli. Ovo su, u neku ruku, i o¢ekivani rezultati
i posledica su prisustva spoljasnjeg sloja na ¢elijskoj membrani. Takode, ovaj soj je pokazao i

najvecu rezistentnost prema tetraciklinu koji je uzet kao pozitivna kontrola.

Svi testirani Gram negativni sojevi bakterija (osim Salmonella enteritidis) pokazali su
odredenu rezistentnost prema ekstraktima jer njihov rast inhibira samo najviSa primenjena
koncentracija - 500 pug/mL.

Tabela 5.1.5: Antimikrobna aktivnost ekstrakta lista i rizoma biljne vrste G. macrorrhizum
(kg /mL)

ATCC Ekstrakt lista Ekstrakt rizoma  Pozitivna
broj MIC MBC MIC MBC  kontrola

Bakterija/Gljivica

Staphylococcus aureus 25923 15.6 62.5 620.5 1250 0.09°

G Bacillus subtilis 6633 250 >500 150.6 2500 0.39°
Listeria innocua 51742 500 >500 5000 5000 0.39°
Proteus vulgaris 8427 500 >500 620.5 5000 0.19°

. Esherichia coli 8739 >500 >500 5000 >5000 1.56°

Salmonella enteritidis 13076 125 >500 310.2 >5000 0.19°
Klebsiella pneumoniae 10031 500 >500 620.5 >5000 0.39°

Candida albicans 10231 >500 >500 310.2 1250 0.78°

Gljivica . . b
Aspergillus niger 16404 500 >500 2500  >5000 6.25

3tetraciklin; Pnistatin

Gram pozitivni sojevi bakterija pokazali su visoku osetljivost; rast soja Staphylococcus
aureus je inhibiran koncentracijom od samo 15.60 pg/mL ekstrakta lista (tabela 5.1.5). lako
ekstrakti pokazuju dobar inhibitorni, bakericidni efekat je uocen samo kod najvise primenjene
koncentracije, osum u slu¢aju najosetljivijeg soja S. Aureus, sa minimalnom baktericidnom
koncentracijom od 62.5 pg/mL.
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Antifungalna aktivnost ekstrakta lista G. macrorrhizum je uo¢ena prema jednom ispitivanom
soju, Aspergillus niger sa inhibitornom koncentracijom 500 pg/mL. Soj Candida albicans
nije bio osetljiv prema ovom ekstraktu u testiranom opsegu koncentracija (tabela 5.1.5).

Ekstrakt rizoma zdravca, sa deset puta ve¢om aktivnom koncentracijom (MIC), pokazuje
nizu aktivnost od ekstrakta lista. U skladu sa rezultatima dobijenim sa ekstraktom lista,
rezistentnijim su se pokazali Gram-negativni sojevi. Takode, najosetljivi je bio soj Gram-
pozitivne B. subtilis, dok je najrezistentniji soj bio opet E. coli. Ekstrakt rizoma pokazao je
antifungalnu aktivnost prema oba testirana sojeva, pri ¢emu je soj C. albicans ovoga puta
pokazao mnogo vecu osetljivost u odnosu na soj A. niger.

Generalno govorec¢i, antimikrobna aktivnost ekstrakta lista i rizoma zdravca je visoka,
imajuéi na umu da su u mnogim sluc¢ajevima glavni nosioci antimikrobne aktivnosti biljaka
njihova etarska ulja, dok ekstrakti pokazuju nizu aktivnost. Rezultati jedine prethodne studije
koja je ispitivala antimikrobnu aktivnost sekundarnih metabolita ove biljne vrste (Radulovi¢
et al., 2010), pokazuju da etarsko ulje iz nadzemnih i podzemnih delova G. macrorrhizum-a
pokazuje aktivnost u Sirokom opsegu od 0.4-10000 pg/mL. PoSto su i u pomenutoj studiji
(Radulovi¢ et al., 2010) ispitivana Cetiri soja sa istim ATCC brojem (S. aureus, E. coli, B.
subtilis i C. albicans), moguce je uporedivanje dobijenih rezultata. Ispitivani ekstrakt lista i
etarsko ulje dobijeno iz nadzemnih delova imaju sli¢ne aktivne koncentracije, osim u slucaju
soja B. subtilis. Ekstrakti pokazuju veéu aktivnost prema C. albicans (ekstrakt rizoma u
odnosu na etarsko ulje rizoma) i S. aureus (oba ekstrakta u odnosu na odgovarajuée ulje).
Aktivnost etarskog ulja je nesto malo visa u sluc¢aju E. coli i mnogo visa u slucaju B. subtilis,
kao Sto je ve¢ napomenuto. Generalno govore¢i, primecuje se veoma slican opseg
koncentracija ekstrakta u poredenju sa etarskim uljem izolovanim iz istog dela biljne vrste G.
macrorrhizum.

Nakon svega, moZe se izvesti zakljucak da upotreba zdravca u narodnoj medicini, kao leka
koji se primenjuje u zaceljavanju rana ima opravdanja, jer sekundarni metaboliti iz etarskog
ulja i ekstrakta pokazuju antimikrobnu aktivnost prema Gram-pozitivnim i Gram-negativnim
bakterijama, kao i prema gljivicama.
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5.1.4 HPLC fenolni profil

HPLC metodom su analizirani samo metanolni ekstrakti rizoma i lista zato $to su oni pokazali
najizrazenije antioksidantno dejstvo. HPLC analiza je pokazala da se osim slobodne galne i
kafene kiseline, u ovim ekstraktima nalaze i derivati galne i ferulne kiseline, kao i derivat
kvercetina, verovatno glikozidi ili polimeri. Identifikacija Cistih jedinjenja (galne i kafene
kiseline) je izvrSena poredenjem njihovih UV-VIS spektara i retencionih vremena sa
standardima.

Da su prisutni derivati kvercetina, galne i1 ferulne kiselie zakljuceno je uporedivanjem
njihovih UV-VIS spektara sa standardima. Preklapanjem UV-VIS spektara Cistog jedinjenja i
odgovarajuc¢eg nadenog derivata, uocava se velika slicnost koja je za slucaj derivata nadenih
u ekstraktu lista data na slikama 5.1.8, 5.1.9 i 5.1.10. Poredenje spektara galne kiseline i
njenih derivata nadenih u ekstraktu rizoma dato je na slici 5.1.11. Sa ovih slika vidi se velika
sli¢nost spektara kao 1 preklapanje odgovaraju¢ih maksimuma apsorpcije.

Kvantifikacija galne i kafene kiseline je izvrSena na osnovu kalibracione prave standardnih
rastvora ovih kiselina, dok je kvantifikacija derivata kvercetina, galne i ferulne kiseline
izvrSena na osnovu povrsine njhovih pikova i kalibracione prave, dobijene snimanjem serije
standardnih rastvora odgovarajuc¢ih jedinjenja (jednacine kalibracionih pravih su date na
strani 103). Koli¢ine nadenih jedinjenja u ekstraktima lista i rizoma G. macrorrhizum-a date
su u tabeli 5.1.6.

Tabela 5.1.6: SadrZaj fenolnih kiselina i njihovih derivata u metanolnim ekstraktima biljne
vrste G. macrorrhizum

Galna kiselina (derivat) 5.28 £ 0.05
Derivat elaginske kiseline  6.02 £ 0.05

Nadene komponente (msga}grggjm )
1 Derivat galne kiseline 11.26 £0.10
2 Kafena kiselina 0.88 £ 0.03
List 3 Derivat elaginske kiseline  10.15 + 0.10
4 Derivat ferulne kiseline 0.87 £0.05
5 Derivat kvercetina 4.82 + 0.05
1 Galna kiselina 2.92 £0.05
Rizom 2 Galna kiselina (derivat) 0.38 £0.03
3
4

Prisustvo galne kiseline 1 njenih derivata u rizomu i listu zdravca ne iznenaduje jer je rod
Geranium poznat po visokom sadrzaju hidrolizabilnih tanina (Genova i Ivancheva, 1995) u
Ciju gradu ulazi galna kiselina (strana 18).
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Slika 5.1.8: UV-VIS spektar kvercetina (puna linija) i nadenog derivata kvercetina u
ekstraktu lista (isprekidana linija), Amax1=256 nm, Amax2=372 nm
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Slika 5.1.9: UV-VIS spektar ferulne kiseline (puna linija) i nadenog derivata ferulne kiseline
u ekstraktu (isprekidana linija), Amax1=218 nm, Amax2=322 nm
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Slika 5.1.10: UV-VIS spektar galne kiseline (puna linija) i nadenog derivata galne kiseline u
ekstraktu lista (isprekidana linija), Amax1=216 nm, Amax2=372 nm
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Slika 5.1.11: UV-VIS spektar galne kiseline (1-puna linija) i nadenih derivata galne kiseline
u ekstraktu rizoma (2-tackasta linija, 3-isprekidana linija), Amax1=216 nm, Amax2=272 nm

HPLC hromatogrami za ekstrakt lista G. macrorrhizum-a snimani su na 280 nm (slika
5.1.13:), 320 nm (slika 5.1.14:) i 360 nm (slika 5.1.15:). Takode, na istim talasnim duZinama
snimljeni su i HPLC spektri ekstrakta rizoma, 280 nm (slika 5.1.16:), 320 nm (slika 5.1.17:) i
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360 nm (slika 5.1.18:). Identifikovani pikovi su obeleZeni brojevima (od 1 do 6 za ekstrakt
lista, od 1 do 3 za ekstrakt rizoma) dok postoji jedan deo pikova koji nije identifikovan.

Spektar jedinjenja 3 iz ekstrakta lista identi¢an je spektru jedinjenja 4 iz ekstrakta rizoma
(slika 5.1.12) sa maksimumima apsorpcije Amax1=254 nm i Amax2=368 nm ali posto se eluiraju
na razli¢itim retencionim vremenima moze se zakljuciti da se radi o derivatima jednog istog
jedinjenja, najverovatnije elaginske kiseline. Spektar elaginske kiseline ima karakteristi¢ne
maksimume apsorpcije u UV oblasti na talasnim duzinama Apax1=254 nm i1 Amaxe=360 nm a
sam spektar je veoma sli¢an spektrima na slici 5.2.18 (spektar elaginske kiseline se moze naci
u studiji: Arapitsas, 2012). Miliauskas i saradnici (2004a) su u ekstraktu zdravca
identifikovali galnu, 4-galoil hinsku i elaginsku kiselinu, kao i flavonoid kvercetin i tri
njegova glikozida. Na osnovu svega ovoga moze sa smatrati da pikovi (3-ekstrakt lista, 4-
ekstrakt rizoma) zaista poticu od derivata elaginske kiseline. Nazalost, poSto nam nije bio
dostupan standard elaginske kiseline nije bila moguca kvantifikacija ovih pikova.

1200
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T T T T T 1
250 300 350 400 450 500
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Slika 5.1.12: UV-VIS spektar derivata elaginske kiseline (nadenog u ekstraktu lista-
isprekidana linija i rizoma-puna linija), Amax1=254 nm, Amax2=368 nm
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Slika 5.1.13: HPLC profil metanolnog ekstrakta lista G. macrorrhizum-a snimljen na 280
nm (1-derivat galne kiseline, 2-kafena kiselina, 3-derivat elaginske kiseline 4-derivat
ferulne kiseline, 5-derivat kvercetina)
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Slika 5.1.14: HPLC profil metanolnog ekstrakta lista G. macrorrhizum-a snimljen na 320
nm (2-kafena kiselina, 3-derivat elaginske kiseline 4-derivat ferulne kiseline, 5-derivat
kvercetina)
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Slika 5.1.15: HPLC profil metanolnog ekstrakta lista G. macrorrhizum-a snimljen na 360
nm (2-kafena kiselina, 3-derivat elaginske kiseline 4-derivat ferulne kiseline, 5-derivat

kvercetina)
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Slika 5.1.16: HPLC profil metanolnog ekstrakta rizoma G. macrorrhizum-a snimljen na 280
nm (1-galna kiselina, 2-derivat galne kiseline, 3-derivat galne kiseline, 4-derivat elaginske
kiseline)
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Slika 5.1.17: HPLC profil metanolnog ekstrakta rizoma G. macrorrhizum-a snimljen na 320
nm (4-derivat elaginske kiseline)
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Slika 5.1.18: HPLC profil metanolnog ekstrakta rizoma G. macrorrhizum-a snimljen na 360
nm (4-derivat elaginske kiseline)
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5.2 Allium ursinum L. (Amaryllidaceae)

Nadzemni delovi biljne vrste divlji luk (Allium ursinum) i uzorci odgovarajué¢eg zemljista na
kome je luk rastao sakupljeni su u maju 2012. sa pet razli¢itth medusobno udaljenih lokacija
u Jugoisto¢noj Srbiji: Jalovik Izvor (43°23°16°° N; 22°24°2”* E), Kamenicki vis (43°24°38”’
N; 21°57°1”° E), Jastrebac (43°23°42”° N; 21°30°57” E), Bojanine vode (43°13°3”" N;
22°7°7° E) i Seli¢evica (43°14°20°° N; 21°58°20”” E).

5.2.1 Mineralni sastav

Da bi se odredio sadrzaj vode, uzorak biljnog materijala je suSen u susnici na 105°C do
konstantne mase i nakon toga je meren. Dobijene vrednosti su prikazane u tabeli 5.2.1.
Mineralni sastav uzoraka divljeg luka odreden je ICP-OES metodom. Dobijen je sadrzaj
elemenata: Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, Se, Sr, V i
Zn za uzorke sa svake lokacije pojedinacno. Svaki dobijeni rezultat predstavlja srednju
vrednost dobijenu iz tri zasebna i nezavisna merenja i predstavljen je u tabeli 5.2.1 kao
srednja vrednost + standardna devijacija. Srednje vrednosti i standardne devijacije su
zaokruZzivane vodeci raCuna o pouzdanim ciframa.

Fosfor, kalijum, kalcijum 1 magnezijum (takode, sumpor 1 azot) su mineralni nutrijenti koje
vecina biljaka zahteva u velikim koli¢inama i zbog toga se nazivaju makronutrijentima
(Wiedenhoeft, 2006). Zato, ne iznenaduje Cinjenica da su upravo oni nadeni u najveéim
koncentracijama u ispitivanim uzorcima: kalijum - 37981 ppm, kalcijum - 10892 ppm,
magnezijum 2275 ppm i fosfor - 4382 ppm (srednje vrednosti, tabela 5.2.1).

Mikronutrijenti su esencijalni elementi koje biljke zahtevaju u relativno malim koli¢inama
(u odnosu na makronutrijente) i tu spadaju: gvozde, natrijum, hlor, mangan, cink, bakar i
molibden (Wiedenhoeft, 2006). Nadene koli¢ine mikronutrijenata (bez hlora) u ovoj studiji
izrazene u obliku srednjih vrednosti su: natrijum — 410, gvozde — 98, mangan — 19, bor — 19,
cink — 18, bakar — 8.5 i molibden — 0.2 (izrazene u ppm, raunato na suvu biljku, tabela
5.2.1). Neki autori (Barker i Pilbeam, 2007) smatraju i nikal mikronutrijentom i njegova
koncentracija nadena u A. ursinum-u iznosi 2.4 ppm. Isti autori tvrde da su aluminijum,
kobalt, selen i vanadijum korisni elementi koji pospeSuju biljni rast, i njihove srednje
vrednosti nadene u ovoj biljci su 64 (Al), 0.073 (Co), 0.046 (Se) i 0.137 ppm (V).

Ako se mineralni sastav izrazi u procentima prisutnih elemenata zapaza se da kalijuma ima
68%, kalcijuma - 19%, fosfora - 8%, magnezijuma - 4%, dok svih mikroelemenata ima
ukupno oko 1% (slika 5.1.2). Procenat zastupljenosti pojedina¢nih mikroelemenata (raunat
na ukupnu masu svih mikroelemenata) dat je na slici 5.2.2.
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Slika 5.2.1: Najzastupljeniji elementi u A. ursinum-u

Slika 5.2.2: Mikroelementi u A. ursinum-u
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Tabela 5.2.1: SadrZaj vode i mineralni sastav uzoraka divljeg luka sa vise lokacija.

Rezultai su dati kao srednja vrednost tri merenja * standardna devijacija i izraZeni su u

mikrogramima po gramu suvog biljnog materijala (ug/g)

I I " v Srednja
(Selicevica) (Bojanine (Jalovik lzvor) (Kam.enlckl (Jastrebac) vrednost
vode) Vis)
Sadrzaj
vlage 92.1+0.2 91.3+0.2 92.0+0.2 92.1+0.2 91.3+0.2 91.8
(%)
Al 66 £ la 70+ 1b 80+ 1c 67 £ la 38+ 1d 64.13
As  0.051+0.001a 0.030+0.001b 0.054 +0.001a 0.089 £0.001c 0.101+0.002d 0.065
B 19.6 + 0.5a 10.7 £ 0.3b 20.4 £ 0.4a 24.3+0.4¢c 175+ 0.4d 18.49
Ba 0.19+0.0la 2.14 £ 0.02b 4.1+0.1c 7.8+0.2d 59+0.1le 4.029
Ca 10200 £200a 10600 +200a 9900 + 100b 12500 + 200c 11200 £ 200d 10892
Cd  0.027+0.00l1a 0.014+0.001b 0.016 +0.001b 0.059 +£0.001c 0.079+£0.001d 0.039
Co 0.161+0.003a 0.144+0.002b 0.085+0.003c 0.045+0.001d 0.013+0.001e 0.091
Cr 0.46+0.01a 0.37 £ 0.01b 0.32 £ 0.01c 0.41 +0.01d 0.31+£0.01c 0.373
Cu 10.1+0.2a 51+0.2b 8.2+0.2c 9.9+0.1a 9.2+0.2d 8.49
Fe 92 + 2a 100 + 2b 100 + 2b 112 + 2¢ 87+ 1d 97.89
Hg' <0.0165 <0.0165 <0.0165 <0.0165 <0.0165 <0.0165
K 32100 £ 700a 30700 +600a 46200+ 700b 42300 + 700c 38500 + 700d 37981
Mg 2110+ 20a 3020 + 50b 2240 + 30c 1800 + 40d 2200 + 20ac 2275
Mn 91+2a 35+ 1b 59+ 1c 73+ 1d 47 + 1e 61.12
Mo  0.110+0.002a 0.325+0.003b 0.122 +0.001c 0.216 +£0.001d 0.219 +0.002d  0.198
Na  201+5a 353 +6b 626 + 6C 492 + 6d 380 + 5e 410.6
Ni 2.57 £ 0.05a 1.21+0.03b 1.58 +0.01c 2.44 +0.02d 4.02 £ 0.03e 2.364
P 3180 + 70a 3980 + 60b 3990 + 40b 5500 + 100c 5290 + 80d 4382
Pb 2.35+0.07ac  2.67 £ 0.06b 2.21 £ 0.05a 2.48 +0.07c 2.01 £ 0.05d 2.34
Se 0.035+0.00la 0.023+0.001b 0.068 +0.001c 0.044 £0.001d 0.060 +0.001e 0.046
Sr 15.2+0.3a 22+0.2b 8.2+0.1c 12.4 £ 0.2d 4.2+0.1e 8.42
\% 0.147 £0.002a 0.179+£0.003b 0.140 +0.002c 0.130+0.001d 0.087 +0.00le 0.137
Zn 15.1+0.4a 13.3+0.3b 10.5+0.3c 33.6£0.3d 18.7 £ 0.7e 18.25

manje od granice detekcije metode; vrednosti sa razli¢itim slovima u istom redu su statisti¢ki znacajno

razli¢ite za p<0.05 kada se koristi ANOVA Tukey post hoc test.

Neke elemente svrstavamo u neesencijalne 1 toksi¢ne sa Stetnim uticajem na ekosistem 1

ljudsko zdravlje (As, Cd, Pb, Hg). Njihovo prisustvo u biljnom tkivu moze znaciti zagadenje

zemljiSta. Srednje vrednosti nadenih koncentracija ovih elemenata u divljem luku su 0.065

(As), 0.039 ppm (Cd) i 2.34 ppm (Pb) dok je koncentracija zive ispod odgovarajeg limita
kvantifikacije (ispod 0.0165 ppm). Maksimalna dozvoljena koncentracija ovih kontaminanata

u svezem povréu po preporuci Svetske zdravstvene organizacije (WHO) i Evropske unije
mora biti 0.3, 0.2, 0.3 1 0.02 pg po gramu sveze biljke (ppm) za As, Cd, Pb i Hg (Miri¢ i
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Sobajic, 2002; COMM. REG. 2006). Koncentracije ova &etiri toksi¢na elementa su ispod
propisane gornje granice u svim analiziranim uzorcima divljeg luka.

Tabela 5.2.2: Mineralni sastav razlicitih Allium vrsta, izraZen u ppm (g po g suve biljne
materije)

Divlji luk! Beli luk® Crni luk® Praziluk®

(A.ursinumL.) (A.sativumL.) (A.cepal.) (A.ampeloprasum L.)

Al 64.13 25.15 31.37 2.9
As 0.065 - - 0.014
B 18.49 17.63 136.53 12
Ba 4.029 21.68 3.56 7

Ca 10892 363.61 340.03 -
Cd 0.039 0.08 - 0.4
Co 0.073 0.28 0.31 0.04
Cr 0.373 18.35 4.78 0.2
Cu 8.492 9.12 3.04 8
Fe 97.89 52.91 22.27 27
K 37981 21378.8 16357.6 -
Mg 2275 1056.15 964.77 -
Mn 61.12 12.41 - 34
Mo 0.198 - - 1.2
Na 410.6 532.78 1895.43 -
Ni 2.364 1.41 0.82 0.8
p 4382 6009.37 3149.15 -
Pb 0.153 - -
Se 0.046 0.25° - 0.02
Sr 8.42 4.85 9.55 49
\Y; 0.137 - 0.07 0.02
Zn 18.25 27.42 12.78 14

'Srednje vrednosti dobijene u istrazivanju; “Haciseferogullari i sar., 2005; *Arslan i Ozcan, 2010 — uzorci
suSeni u susnici na 70°C; *Prilagodeno iz Ward i Savage, 1994 (preracunato na suvu masu, sadrzaj vode
u praziluku 91%); * Morris i Levander, 1970;

Posto ne postoje druge studije koje se bave mineralnim sastavom divljeg luka, dobijeni
rezultati su poredeni sa mineralnim sastavom drugih, Cesto kori§¢enih, Allium vrsta: belim
lukom (A. sativum), crnim lukom (A. cepa) i prazilukom (A. ampeloprasum). U tabeli 5.2.2
dato je poredenje mineralnih sastava. Koncentracije makronutrijenata (sem fosfora) su vise u
divljem luku nego u drugim Allium biljnim vrstama uzetim za poredenje. Sadrzaji fosfora,
cinka, nikla i aluminijuma su istog reda veli¢ine i medu ovim vrstama nema velike razlike.
Morris i Levander (1970) su odredili sadrzaj selena u belom i crnom luku i on je iznosio 0.25
i 0.015 ppm. Sadrzaj selena u divljem luku odreden u ovoj studiji iznosi 0.046 ppm, $to je
znacajno manje nego u belom luku. Takode, sadrzaj kobalta i hroma je nizi u divljem luku.
Gvozde i mangan su dva bitna elementa, esencijalna za ljude i Zivotinje, i njihov sadrzaj
naden u divljem luku je vi$i od sadrzaja u poredenim vrstama. Mangan je neophodan za rast,
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oksidativnu fosforilaciju, ulazi u sastav mnogih enzima i u¢estvuje u metabolizmu holesterola
(Bishop i sar., 2005). Visoka koncentracicja mangana nadena u nadzemnim delovima A.
ursinum-a i njegova uloga u metabolizmu holesterola moZe objasniti ¢injenicu da
konzumacija divljeg luka moze znacajno sniziti ukupni holesterol u krvi i poveéeti nivo HDL
(Preuss i sar., 2001). Uopsteno govoreci, mineralni sadrzaj divljeg luka slian je mineralnom
sadrzaju belog i crnog luka, sa malim razlikama (tabela 5.2.2).

5.2.2 Mineralni sastav zemljiSta

Metali u zemljistu mogu biti vezani kako za organske komponente, tako i za neorganske i pre
izvodenja analize potrebno ih je osloboditi 1 prevesti u rastvoran oblik. Postoje mnoge metode
za pripremu uzoraka zemljista za ICP-OES analizu. Kisela digestija sa dodatkom vodonik-
peroksida uspes$no prevodi metale iz nerastvornog u rastvorni oblik Koji je pogodan za
analizu navedenom metodom (EPA 3050B). Ovakav tretman kao rezultat daje sadrzaj
pseudototalnih katjona pri ¢emu se izbegava upotreba veoma toksi¢ne fluorovodoni¢ne
kiseline koja je inace potrebna za razaranje silikata. Razlika u sadrzaju pseudototalnih katjona
i totalnih katjona najcesce nije toliko bitna za analizu zivotne sredine zato Sto metali koji su
vezani u obliku silikata nisu dostupni biljkama pri normalnim uslovima.

Rezultati analize pseudototalnog sadrzaja metala U uzorcima zemljista sa pet razli¢itih
lokacija su predstavljeni u tabeli 5.2.3. Svaki dobijeni rezultat predstavlja srednju vrednost
dobijenu iz tri zasebna merenja i predstavljen kao srednja vrednost + standardna devijacija. U
najvecoj koncentraciji su nadeni elementi: kalijum, kalcijum, aluminijum, magnezijum,
fosfor i mangan i oni se nalaze u miligramskim koli¢inama (po gramu analizirane zemlje).
Silicijum, kao element, se nalazi na drugom mestu po zastupljenosti u Zemljinoj kori, ali su
njegova jedinjenja uglavnom u vodi nerastvorna (¢ak i nakon primenjene kisele digestije).
Zbog toga, koli¢ina silicijuma nadena u uzorcima zemlje (oko 1 mg/g) je znacajno niza od
oc¢ekivane vrednosti za tipi¢na zemljista (oko 5-10%, Radojevic i Bashkin, 1999).

Ostali analizirani elementi (B, Ba, Co, Cr, Cu, Mo, Ni, Zn, V i Sr) su prisutni u
mikrogramskim koli¢inama (po gramu analiziranog zemljista). Kada se porede koncentracije
individualnih elemenata izmedu razlicitih lokacija, uocava se da su date koncentracije istih
redova veli€ine, sem u slu¢aju stroncijuma, koji je u uzorku zemljiSta sa lokacije Kamenicki
vis naden u znacajno vecoj koli¢ini. Dobijeni rezultati pseudototalnog sardZaja metala u
analiziranom zemljiStu Su uporedeni sa hemijskim sastavom tipi¢nog zemljista datog od
strane autora Radojevi¢ 1 Bashkin (1999) i Aloway (1995) (Tabela 5.2.4) i oni su u
medusobnom skladu.
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Tabela 5.2.3: Pseudototalni mineralni sastav zemljista sa pet lokacija, izraZen u ppm (ug
po g suve zemlje)

| I "l v Vv
(Selicevica) (Bojanine (Jalovik (Kam_eniéki (Jastrebac)
vode) Izvor) ViS)
Al 17800 £ 200a 32100 £ 200b 26200 + 200c 33900 + 200d 28200 + 200e
As 3.13+0.0oa 9.41+0.06b 4.50+0.05c  8.37+0.06d 5.24+ 0.06e
B 474 +0.3a 54.9 £ 0.5b 50.0 £ 0.4c 112.1+£0.9d 61.9+ 0.6e
Ba 354 + 2a 175+ 2b 135+ 2¢ 199 + 2d 155 + 2e
Ca 65200 + 200a 71300 +200b 62200 + 200c 88500 + 200d 75300 + 200e
Cd 145+0.03a 254+0.03b 1.30%+0.01c 2.17+0.02d 1.78 £ 0.03e
Co 26.6 £ 0.3a 249 +0.2b 24.7+0.2b 22.0+0.2c 21.2+0.2d
Cr 25.2+0.2a 53.1+0.3b 35.5+£0.3c 42.7 £0.3d 39.8+0.3e
Cu 39.6£0.3a 41.5+0.3b 39.6 £0.3a 64.9 £ 0.4c 45.2 +£0.3d
Fe 20300 + 200a 28600+ 200b 25700 £ 200c 28500 + 200d 23600 + 200e
Hg* <0.165 <0.165 <0.165 <0.165 <0.165
K 85300 £ 200a 97200 £ 300b 78500 + 300c 98600 + 300d 95300 + 300e
Mg 6480 + 30a 9330 + 40b 4680 + 30c 5930 + 30d 7280 + 30e
Mn 2390 + 30a 1370 + 20b 1170 £ 20c 1270 + 20d 1550 + 20e
Mo 0.48+0.02a 1.06+0.05b 0.63+0.02c 2.77 +0.05d 0.87 £ 0.02e
Na 2090 + 20a 1900 + 20bc 1870+ 20b 2040 £ 20a 1950 + 20c
Ni 34.6+£0.2a 60.0 £ 0.2b 43.1+0.2c 42.7+0.2c 45.2 +£0.2d
P 2400 + 20a 1840 + 20b 645 + 8¢ 2840 + 30d 1950 + 20e
Pb 44.8 +0.8a 26.0+0.6b 16.5 +0.4c 31.6+0.4d 20.6 + 0.6e
Se 1.17+0.02a 0.50+0.01b 0.84+0.01c 0.88+0.01d 0.78 £ 0.01e
Si 860 + 90ac 670 £ 70a 860 + 90ac 1100 + 100b 960 + 80bc
Sr 21.7+0.03a 16.2+0.2b 22.7+0.03c  100.40+0.05d 20.69 +0.02¢
\% 33.65+0.03a 76.25+0.06b 51.60+0.04c 78.90+0.06d 60.58 + 0.05e
Zn 125 + 2a 113+ 2b 91+ 1c 142 + 2d 110+ 2b

'manje od granice detekcije metode; vrednosti sa razligitim slovima u istom redu su statisti¢ki znagajno
razli¢ite za p<0.05 kada se koristi ANOVA Tukey post hoc test.

Koncentracije toksi¢nih elemenata, arsena, kadmijuma i Zive su u opsegu 3.1-9.4, 1.3-2.5 i
16.51-44.85 ppm (po redu javljanja), dok je koncentracija Zive ispod odgovaraju¢eg limita
detekcije (manje od 0.050 ppm). Americka agencija za zaStitu zivotne sredine (The
Environmental Protection Agency - EPA) i mnoge agencije za javno zdravlje propisuju
takozvanu "sigurnu koncentraciju" pojedinih elemenata u zemljiStu, najceS¢e baziranu na

njihovim sopstvenim istrazivanjima. Medutim, vrednosti "sigurnih koncentracija" koje daju
ove organizacije se ¢esto medusobno razlikuju i po nekoliko redova veli¢ina narocito za
zemljiSta namenjena uzgoju hrane. Dozvoljen nivo arsena, kadmijuma, olova 1 Zive za
poljoprivredna zemljiSta koje propisuje Americka agencija za zastitu zivotne sredine (EPA
Clean Water Act, Title 40, Section 503.13) iznose 41, 39, 300 i 17 ppm (po redu javljanja).
Sva analizirana zemljiSta sadrzala su manje vrednosti polutanata od propisanih. Takode,

poredenja sa nekim nezagadenim poljoprivrednim zemljiStima u Evropi i Severnoj Americi
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(Tabela 5.2.4) pokazala su da su koncentracije ovih zagadiva¢a zna¢ajno nize u analiziranom
zemljistu.

Table 5.2.4: Normalni opseg razli¢itih elemenata u zemljistu i biljkama, izraZen u ppm
(ug po g suve materije)

Tipi¢no Normalni nivo Normalni nivo Nezagadeno
ppm  zemljiste! u zemljistu® u biljkama® poljoprivredno
zemljiste®

As 1-20 0.1-40 0.02-7 5-12

Al 5000-50000 - - -

Cd <0.01-8 0.01-2.0 0.1-24 0.27

Co - 0.5-65 0.02-1 -

Cr 0.9-1500 5-1500 0.03-14 -

Cu <1-390 2-250 5-20 -

Hg <0.01-5 0.01-0.5 0.005-0.17 0.06-0.2
Mn <1-18300 20-10000 20-1000 -

Mo 0.1-28 0.1-40 0.03-5 -

Ni 0.1-1520 2-750 0.02-5 -

Pb <1-890 2-300 0.2-20 0.1-5

Se - 0.1-5 0.001-2 -

Si 50000-100000 - - -

Sn - 1-200 0.2-6.8 -

\Y/ 0.8-1000 3-500 0.001-1.5 -

Zn 1.5-2000 1-900 1-400 -

'Radojevic i Bashkin, 1999 ; ?Adaptirano iz Aloway, 1995 *Wiersma, 1986; Holmgren et al., 1993

Nadeni rezultati ne iznenaduju zato Sto divlji luk raste naj¢esce u bukovim Sumama, na vecoj
nadmorskoj visini, obi¢no daleko od gradskih naselja i industrijskih centara, a samim tim i od
najcescih izvora zagadenja.

Korelacija izmedu sadrzaja metala u biljci 1 sadrazaja metala u odgovaraju¢em zemljistu je
izraCunata 1 data u tabeli 5.2.5. Korelacioni koeficijenti se krecu od vrednosti 0.00 do 0.97.
Znadajna korelacija® je nadena samo za kalcijum (0.97) i kobalt (0.96).

Biljke imaju osobinu da akumuliraju elemente bitne za njihov fizioloSki razvoj 1 utvrdeno je
(Moodley 1 sar., 2012) da ako je sadrzaj ovih elemenata u biljci ispod odredenih vrednosti
biljka ih akumulira iz zemljiSta, odnosno smanjuje njihov unos ukoliko ih sadrZi previse.
Bioakumulacioni faktor se koristi da se kvantitativno prikaze tendencija biljke za
akumulacijom pojedinih elemenata iz zemljiSta. Bioakumulacioni faktor predstavlja odnos
koncentracije elementa u biljci i koncentracije istog elementa u zemljistu:

[M]pitjka

Bioakumulacioni faktor =
[M]zemlja

® Znacajna korelacija za 5 parova, za p=0.05, iznosi 0.878
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Tabela 5.2.5: Bioakumulacioni faktori analiziranih elemenata i korelacioni koeficijenti
sadrzaja metala u biljnom tkivu i zemljistu

Bioakumulacioni faktor korelacioni
. Bojanine Jalovik Kamenic¢ki Srednja  koeficijent
Seli¢evica . Jastrebac 2
vode Izvor Vis vrednost r

Al 0.00366 0.00530 0.00684 0.00490 0.00489 0.00512 0.70
As 0.01629 0.00319 0.01200 0.01063  0.01928 0.01228 0.01
B 0.41236 0.19554 0.40796 0.21650  0.28301 0.30308 0.33
Ba 0.00053 0.01225 0.03007 0.03941  0.03816 0.02408 0.36
Ca 0.15672 0.14877 0.15951 0.14170  0.15502 0.15234 0.97
Cd 0.01862 0.00552 0.01231 0.02719  0.04494 0.02172 0.00
Co 0.00605 0.00579 0.00344 0.00203  0.00063 0.00362 0.96
Cr 0.01817 0.00691 0.00904 0.00952  0.00780 0.01029 0.16
Cu 0.25477 0.12320 0.20599 0.15241  0.20383 0.18804 0.14
Fe 0.00451 0.00348 0.00387 0.00392  0.00371 0.00390 0.59
Hg

K 0.37729 0.31639 0.59269 0.43214  0.40558 0.42482 0.14
Mg 0.32547 0.32362 0.47979 0.30425 0.30556 0.34774 0.59
Mn 0.03824 0.02545 0.05068 0.05743  0.03043 0.04044 0.40
Mo 0.23158 0.3066 0.19365 0.07798  0.25172 0.21231 0.12
Na 0.09583 0.18628 0.33422 0.24141  0.19508 0.21057 0.36
Ni 0.07428 0.02017 0.03661 0.05710 0.08897 0.05542 0.19
P 1.32390 2.16422 6.25392 1.92945 2.71282 2.87686 0.09
Pb 0.05240 0.10277 0.13386 0.07836  0.09767 0.09301 0.19
Se 0.03004 0.04647 0.08095 0.05000 0.07692 0.05688 0.04
Sr 0.70092 0.13395 0.35991 0.12321  0.20300 0.30420 0.20
\ 0.00437 0.00235 0.00271 0.00165 0.00144 0.00250 0.01
Zn 0.12070 0.11736 0.11492 0.23648  0.16987 0.15187 0.70

Kao $to je ranije navedeno od strane Sipter i sar. (2009), bioakumulacioni faktori za teske
metale, veoma su vazne ulazne vrednosti za procenu rizika razmatrane ishrane po ljudsko
zdravlje. Bioakumulacioni faktori za analizirane elemente, za razli¢ite uzorke zemljista, dati
su u tabeli 5.2.5. Dobijene vrednosti za teske metale iznose: 0.005 (As), 0.022 (Cd), 0.010
(Cr), 0.188 (Cu), 0.004 (Fe), 0.093 (Pb) i 0.152 (Zn). Dobijeni rezultati su u slaganju sa
rezultatima datim od strane Sipter-a i saradnika (2009) koji su ispitivali bioakumulaciju nekih
teskih metala (As, Pb, Cu, Hg, Zn, Hg i Cd) u biljnim vrstama Allium schoenoprasum
(kineski luk) i Rumex acetosa (kiseljak, livadsko zelje). Ove dve biljne vrste su uzete za
poredenje zato $to prva pripada rodu lukova (Allium) dok je druga samonikla, raste u prirodi i
koristi se u ishrani bas kao i divlji luk.
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5.2.3 Antioksidantna aktivnost

Etarska ulja divljeg luka koja su kori$¢ena u analizama dobijena su hidrodestilacijom svezeg
biljnog materijala. Jedan uzorak, sa podru¢ja planine Jastrebac, najpre je suSen u industrijskoj
susari (na 50 °C u toku 5 sati), a zatim hidrodestilovan. Komercijalno dostupan divlji luk koji
se koristi kao zacin nalazi se isklju¢ivo u suvom obliku pa je zbog toga i on uzet za analizu.

Posto je etarsko ulje divljeg luka nerastvorno u vodenoj sredini, jedinio je bilo moguce
odrediti njegovu antioksidantnu aktivnost redukcijom DPPH' i ABTS " radikala. Dobijene
vrednosti prikazane su u tabeli 5.2.6, a rezultati su izrazeni kako u troloks ekvivalentima
(TE), tako i u koncentraciji etarskog ulja potrebnog da se apsorbcija rastvora radikala smanji
za polovinu (ECsp). Od svih analiziranih etarskih ulja najvecu antioksidantnu aktivnost
pokazalo je etarsko uilje dobijeno iz industrijski suSenog biljnog materijala sa podrucja
planine Jastrebac, 5.04 £ 0.09 i 2.20 + 0.08 mg/g TE (za ABTS i DPPH test). Etarska ulja
dobijena iz sirovog materijala pokazuju nesSto nize vrednosti TE. Najnizu antioksidantnu
sposobnost pokazuje etarsko ulje dobijeno iz divljeg luka sa lokacije Bojanine vode (Tabela
5.2.6). Kada se izracuna prosecna vrednost za divlji luk dobijaju se vrednosti 4.21 i 1.86 mg/g
TE (za ABTS i DPPH test).

Ako se uporede antioksidativne aktivnosti etarskih ulja divljeg luka i belog luka (Allium
sativum) vidi se da etarsko ulje belog luka pokazuje znatno slabiju aktivnost i to nekoliko
puta.

Antioksidantne aktivnosti etanolnih ekstrakta dobijene su merenjem njihove sposobnosti
redukcije DPPH', ABTS ¥ i DMPD"" radikala kao i metodama CUPRAC i IRA. Dobijene
vrednosti prikazane su u tabeli 5.2.7 (izrazene po gramu suve biljne materije) i tabeli 5.2.8
(izrazene po gramu sirove biljne materije).

DPPH, ABTS i IRA su veoma Cesto upotrebljavane metode za in vitro odredivanje
antioksidantnog kapaciteta. Kada se antioksidant nade u kompleksnom okruZenju on reaguje
u zavisnosti od svoje hemijske prirode Sto kao rezultat ima drugacije brojne vrednosti
rezultata za svaku od navedenih metoda. Dobijene vrednosti ¢esto mogu da budu u slaboj
korelaciji i1 zato je potrebno izvesti viSe ovih testova, da bi se sa sigurno$¢u mogla proceniti
antioksidantna sposobnost ispitivane supstance odnosno ekstrakta (Bernaert i sar., 2012).

DPPH metoda je jednostavna za koriS¢enje ali poseduje i neke nedostatke. Mnogi
antioksidanti, koji inace reaguju brzo sa peroksi radikalima, mogu vrlo sporo da reaguju sa
DPPH’ radikalom ili ¢ak da budu inertni prema njemu (Huang i sar., 2005). Redukcija
ABTS™ moZe da bude pouzdaniji test, zbog manje stabilnosti ovog radikala i zbog sli¢nosti
njegovog oksidacionog potencijala bioloskim in vivo uslovima (Gu i sar., 2006). Dok se dve
pomenute metode baziraju na merenju inhibicije reaktivnih vrsta (radikala) generisanih u
samom rastvoru IRA metodom se direktno odreduju antioksidanti u uzorku. To je velika
prednost ove metode zbog toga Sto rezultati ne zavise od uspeSnosti generisanja reaktivne
vrste. Glavni hendikep IRA metode je taj Sto ne detektuje tiole, zato Sto je redoks potencijal
tiola generalno nizi od redoks potencijala Fe**/Fe*". Biljne vrste roda Allium sadrze dosta
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sumpornih jedinjenja (Bernaert i sar., 2012) pa odredivanje antioksidantne aktivnosti samo
ovom metodom ne bi dalo pravu sliku reduktivnog potencijala ispitivanih ekstrakta.
CUPRAC metoda je slicna IRA metodi sa tom razlikom Sto se umesto redoks para Fe¥/Fe*
koristi Cu**/Cu*. Kod DMPD metode, koja je slitna metodama ABTS i DPPH, najpre se
generise crveni DMPD™ Kkatjon radikal, zatim se dodaje reduktor i na osnovu smanjenja
intenziteta boja se zakljucuje o antioksidantnom potencijalu ispitivanog reduktora.

Tabela 5.2.6: Antioksidantna aktivnost etarskog ulja biljne vrste A. ursinum

ABTS DPPH
TE ECso TE ECso
mg/g" mg/ml? mg/g* mg/ml?

Jalovik lzvor 435+0.07a 0.78+0.0la 1.61+0.02a 6.26 £ 0.06a
Jastrebac 421+£0.07a 0.80+0.03a 221+£0.08b 4.57+0.05b
Kamenicki vis 419+0.08a 0.81+0.03a 153+0.03a 6.62+0.04a
Bojanine vode 3.65+0.06b 0.93+0.04b 1.88+0.04c  5.36 +0.09c
Seli¢evica 486 +0.06c 0.70+0.02c 2.12+0.09bd 4.77 £0.09bd
Cvet 3.19+0.09d 1.06+0.03d 148+0.03a 6.84+0.05a
Jastrebac (suv) 504+0.09c 0.67+002c 220+£0.08d 4.60+ 0.06d
Prosecno 4.21 0.82 1.86 5.58
Allium sativum 1.34 £ 0.08e 25+0.1e 0.40 £ 0.08e 25.5+0.9e

mg troloks ekvivalenta (TE) po g etarskog ulja; mg etarskog ulja po ml etanola; vrednosti sa razli¢itim
slovima u istoj koloni su statisticki znacajno razli¢ite za p<0.05 kada se koristi ANOVA Tukey post hoc

test.

Tabela 5.2.7: Antioksidantna aktivnost etanolnih ekstrakta biljne vrste A. ursinum
izraZenih u mg odgovarajucéeg ekvivalenta po gramu suve biljne materije

DPPH ABTS CUPRAC IRA DMPD

TE? TE? TE! GAE? TE!
Jalovik Izvor 1.38+0.05a 3.14+0.08a 12.8+0.1a 2.54 + 0.08a 21.7+0.1a
Jastrebac 1.11+0.08b 2.89 +0.05a 11.7 £ 0.4b 2.56 + 0.08a 20.0+0.1b
Kamenicki vis 1.34+0.07a 1.73+0.06b 11.9+0.3b 2.43 + 0.05a 15.4 +0.1c
Bojanine vode 1.23+0.09ab 2.03 +0.02bc 12.8 + 0.4a 2.81 + 0.06b 14.6 £ 0.1d
Selicevica 1.66 +0.09c 2.13+0.08c 15.1 +0.1c 2.88 +0.08b 9.0+0.1e
Susen industrijski 1.71+0.06d 5.50+0.20d 15.6 + 0.5¢ 5.78 £ 0.09¢c 13.5+0.1f
SuSen na vazduhu  1.22+0.02ab 5.40 +0.20d 17.7+0.1d 3.37 + 0.06d 10.3+0.1g

Prosecno 1.35 3.26 13.9 3.20 14.9

'mg troloks ekvivalenta po g suve biljne materije; 2mg ekvivalenata galne kiseline po g suve biljne
materije; vrednosti sa razli¢itim slovima u istoj koloni su statisti¢ki zna¢ajno razli¢ite za p<0.05 kada se
koristi ANOVA Tukey post hoc test.
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izraZenih u pug odgovarajuceg ekvivalenta po gramu sveZe biljne materije

DPPH ABTS CUPRAC IRA DMPD

TE! TE? TE! GAE? TE!
Jalovik Izvor 110 + 10a 250 £ 10a 1030 + 50a 210 + 10a 1750 + 50a
Jastrebac 96+ 7b 250 + 10a 1010 + 50b 220 + 10a 1730 + 50b
Kamenicki vis 106 + 8a 137 +5b 950 £ 50b 190 £ 10a 1220 £ 50c
Bojanine vode 107 £ 9b 176 + 2bc 1110 £ 50a 240 + 10b 1270 £ 50d
Selicevica 131 +7c 170+ 10c 1200 + 50c 230 £ 10b 710 + 30e
Prosecno 110 197 1060 220 1340

'mg troloks ekvivalenta po g sveze biljne materije; mg ekvivalenata galne kiseline po g sveze biljne
materije; vrednosti sa razli¢itim slovima u istoj koloni su statisticki znacajno razli¢ite za p<0.05 kada se
koristi ANOVA Tukey post hoc test.

Dobijeni rezultati analize su predstavljeni u tabelama 5.2.7 i 5.2.8 Najvisu hvatacku
sposobnost DPPH radikala pokazao je ekstrakt industrijski susenog divljeg luka (1.71 = 0.06
mg TE/g sbm). Takode, isti ekstrakt poseduje najviSu antioksidantnu aktivnost prema
reaktivnijem ABTS radikalu (5.50 + 0.20 mg TE/g sbm). Iznenadujuce, u tre¢em radikal
hvatatkom testu, DMPD, najbolje se pokazao ekstrakt divljeg luka sa Jastrebca (20.0 £ 0.1
mg TE/g sbm) dok je vrednost za ekstrakt industrijski susenog skoro upola niza. To govori u
prilog pomenutoj tvrdnji da reaktivnost, kako upotrebljenih radikala tako i reduktora iz
uzoraka, itekako zavisi od uslova u reakcionoj smesi. U slucaju direktnih antioksidantnih
metoda, CUPRAC 1 IRA, najviSu aktivnost je pokazao ekstrakt na vazduhu suSenog
(CUPRAC, 17.7 £ 0.1 mg TE/g sbm) odnosno ekstrakt industrijski susenog divljeg luka

(IRA, 5.78 £ 0.09 mg GAE/g sbm).

Tabela 5.2.9: SadrZaj vode, totalnih fenola (TP) i totalnih flavonoida (TF) etanolnih
ekstrakta biljne vrste A. ursinum,

Sadrzaj vode TP TE
% mg/g * ug/g > mg/g ® uo/g

Jalovik lzvor 92.0+0.2a 12.1 +0.3a 970 + 20a 5.4 +0.1a 433 + 6a
Jastrebac 91.3+0.2b 10.8+0.4a  940+30a 49+0.1b 400+ 10b
Kameni¢ki vis 92.1+0.2a 11.3+04a 890+30a 47+0.1b 380+10b
Bojanine vode 91.3+0.2b 143+0.7b 1240+60b 58=+0.1c 500+ 40c
Seli¢evica 92.1+0.2a 12.0+0.3a  950+20a 59+0.1c 510+20c
Susen industrijski - 11.5 + 0.6a - 4.1+0.1d -
Susen na vazduhu - 13.6 £ 0.6b - 49+0.1b -
Prose¢no 91.8 12.2 998 51 445

mg ekvivalenta galne kiseline po g suve biljne mase; “ug ekvivalenta galne kiseline po g sveze biljne
mase; *mg ekvivalenta katehina po g suve biljne mase; “ug ekvivalenta katehina po g sveze biljne mase;
vrednosti sa razli¢itim slovima u istoj koloni su statisticki zna¢ajno razli¢ite za p<0.05 kada se Kkoristi
ANOVA Tukey post hoc test.
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Sadrzaj totalnih fenola krec¢e se u opsegu od 10.8 do 14.3 mg GAE/g sbm (Tabela 5.2.9) i
najvisi je u uzorku sa Bojaninih voda. NajviSe flavonoida je nadeno u uzorku koji potice sa
Selicevice, a generalno, koli¢ina flavonoida u svim uzorcima je od 4.1 do 5.9 mg CE/g sbm.

Gorinstein i saradnici (2009) su u belom luku odredivali ukupne fenole i flavonoide (tabela
5.2.10) i nasli 19.4 mg GAE/g sbm i 3.37 mg CE/g sbm (TP i TF) §to je vrlo sli¢no sadrzaju u
sremusu. ViSe razlicitih autora je odredivalo TF i TP u crnom luku (tabela 5.1.10) i dobijeni
rezultati se nalaze u opsegu 2.5 do 25 mg GAE/g sbm, odnosno 3.79 do 6.99 mg CE/g sbm
(TP i TF). Bernaert i saradnici (2012) su ispitivali 30 sorti praziluka i nasli u njima fenole u
opsegu 5 do 15 mg GAE/g sbm. Odavde se vidi da je sadrzaj TP i TF u navedenim Allium
vrstama (sremus, beli, crni i praziluk) istog reda veli¢ine.

Uopsteno govoreéi, divlji luk sadrzi prosecno fenola 12.2 mg GAE/g sbm, a od toga
flavonoida ima 5.1 mg CE/g sbm. Takode, pokazuje antioksidativnu aktivnost od 1.35 mg
TE/g sbm (DPPH), 3.26 mg TE/g sbm (ABTS), 13.9 mg TE/g sbm (CUPRAC), 14.9 mg TE/g
sbm (DMPD) i 3.20 mg GAE/g sbm (IRA).

Ako se uporede dobijene vrednosti za antioksidativnu aktivnost za A. ursinum sa literaturnim
vrednostima za druge Allium vrste: beli, crni i praziluk (tabela 5.2.10) zapaza se da su
vrednosti ABTS i1 DPPH testa za divlji luk neSto niZze od odgovarajucih vrednosti za druge
lukove. CUPRAC vrednost sremusSa je slicna crnom luku i neSto viSa od odgovarajuce
vrednosti za beli luk. Ipak, navedene razlike nisu od nekog veceg znacaja jer su sve vrednosti
1sog reda veliCine.

Tabela 5.2.10: Ukupni fenoli (TP), flavonoidi (TF) i vrednosti antioksidativnih testova
ABTS, DPPH i CUPRAC za beli, crni i praziluk.

Divlji luk Beli luk Crni luk Praziluk
(A.ursinumL.) (A.sativumL.) (A.cepal.) (A. ampeloprasum L.)
% vode - - - 86!
TP® 12.2 19.4° 25-3.0° 515
20.49 — 25.19°
TP® - - 0.05 —0.98* -
TF® 5.1 3.37° 3.79 — 3.84° -
4.16 — 6.99
ABTS’ 3.26 9.3 14.7° 6.75 — 33.75¢
DPPH’ 1.35 8.7° 6.2 —10.3° 0.5 35!
CUPRAC’ 13.9 6.8° 14.8° -

'Bernaert i sar., 2012; *Gorinstein i sar. 2009; *Kahkonen i sar 1999, “Bozin i sar., 2008; izraZeno u mg
GAE po g suve mase; ®izrazeno u mg CE po g suve mase; 'izrazeno u mg TE po g suve mase; ®izrazeno u
mg GAE po g sveze mase

Oszmianski 1 sar. (2013) tvrde da hlorofil 1 njegovi derivati u toku varenja vezuju pojedina
azotna jedinjenja koja daju neprijatan miris lukovima. Tako, zbog veceg sadrzaja hlorofila u
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divljem luku u odnosu na beli luk, osobe koje konzumiraju divlji luk imaju manje problema
sa karakteristicnim zadahom. Zbog svega ovoga, bilo je interesantno odrediti sadrzaj hlorofila
u divljem luku i on je dat u tabeli 5.1.11. Prose¢ni sadrzaj hlorofila a (Chl a), hlorofila b (Chl
b) i zbira ksantofila i karotena (Xa&Ca) je 9.6, 3.6 i 2.8 mg/g sbm. Poredenja radi, Stajner i
Varga (2003) su u belom luku nasli 1.64, 0.58 1 2.57 mg/g sbm (za Chl a, Chl b i Xa&Ca, po
redu javljanja) a u sremusu 2.87, 1.35 i 9.99 mg/g sbm (za Chl a, Chl b i Xa&Ca, po redu
javljanja) tako da pretpostavka Oszmianskog i saradnika (2013) ima osnova.

Tabela 5.2.11: SadrZaj hlorofila a (Chl a), hlorofila b (Chl b) i zbira ksantofila i karotena
(Xa & Ca) u uzorcima biljne vrste A. ursinum

Chla Chlb Xa & Ca
mg/g" mg/g’ mg/g" mg/g® mg/g" mg/g®
Jalovik Izvor 85+0.1a 0.69 £ 0.01a 32%x0.1a 026+£0.0la 26%0.1a 0.21 £0.01a
Jastrebac 71+£01b 061+£0.01b 26%+0.1b 0.23+0.0lb 22%0.1b  0.19+0.01b
Kamenicki vis 8.0+ 0.1c 0.63+0.01c 3.0+0.1a 024%+0.0la 25%0.a 0.19 £ 0.01a
Bojanine vode 86+01a 075+00la 3.0+0.1a 026+0.0la 25%+0.1a 0.22+0.01a
Selicevica 158+0.1d 125+0.01d 6.3+0.1c 050+0.0l1c 4.2+0.1c 0.34+0.01c
Prosec¢no 9.6 0.79 3.6 0.30 2.8 0.23

'suve biljne materije; %sveze biljne materije; vrednosti sa razligitim slovima u istoj koloni su statisticki
znadajno razliéite za p<0.05 kada se koristi ANOVA Tukey post hoc test.

5.2.4 Antimikrobna aktivnost

Antimikrobna aktivnost sedam etarskih ulja A. ursinum-a i jednog A. sativum-a je odredena
prema cetiri bakterijska i jednom gljivicnom soju. Rezultati dobijeni mikrodilucionom
metodom (tabela 5.2.12) pokazuju znacajnu inhibitornu aktivnost etarskih ulja, pri ¢emu
vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija (MIC) iznose od 0.37 do 3 mg/mL.

Etarska ulja sa svih lokacija pokazuju inhibitornu aktivnost kako prema bakterijskim, tako i
prema gljivicnom soju. Kao rezistentniji bakterijski sojevi pokazali su se Gram-negativni
Proteus mirabilis i Enterobacter aerogenes za cije inhibicije rasta je bila potrebna veca
koncentracija etarskog ulja, prose¢no 1.71 i 1.50 mg/mL (za P. mirabilis i E. aerogenes).
Gram pozitivni sojevi, Enterococcus faecalis i Clostridium perfringens su se pokazali
prosecno 0.70 i 0.53 mg/mL (za E. faecalis i C. perfringens). F aktivnost etarskih ulja je
ispitivana prema jednom soju (Candida albicans) i odredena je MIC od 0.70 mg/mL.

Kada se uporede antimikrobne aktivnosti etarskih ulja sremusa i belog luka vidi se da su
njihove MIC istog reda veli¢ine, ali i da je etarsko ulje divljeg luka aktivnije prema Gram-
negativnim ispitivanim sojevima bakterija.
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Tabela 5.1.12: Antimikrobna aktivnost ekstrakta A. ursinum-a (mg mL1)

MIC etarskog ulja Kontrola

Soj mikroba ATCC g 2 g, & _ g2 eg = £

broj 38 o §£2 §% 3 g 22 33 o g

= 8 Z > 3 2 o 27 Z%& & 2
Proteus mirabilis 12453 3 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 15 3 0016 -
Enterobacter aerogenes 13048 15 15 1.5 1.5 1.5 15 15 3 0.001 -
Enterococcus faecalis 19433 037 075 075 075 075 075 0.75 0.75 0.004 -
Clostridium perfringens 19404 075 075 037 037 037 075 0.37 0.37 0001 -

Candida albicans 10231 075 075 075 037 075 075 075 075 - 0.016

5.2.5 GC-MS profil etarskog ulja divljeg luka

Do sada postoje samo dve studije koje se bave hemijskim sastavom etarskog ulja A. ursinum-
a, Schmitt i sar., 2005 i Godevac i sar., 2007. Neocekivano, u ovim dvema studijama uspesno
je indentifikovano samo oko dvadesetak jedinjenja (po studiji). Podstaknuti ovim, odlucili
smo da preispitamo sastav hidrodestilovanog etarskog ulja nadzemnih delova divljeg luka
(onih koji se koriste u ishrani) sa viSe lokacija. Takode, uzet je za analizu i industrijski susen
biljni materijal sremusa zbog njegove sve vece upotrebe u kulinarstvu kao zacina 1 lakSe
dostupnosti na trzistu u odnosu na svez.

Hemijska analiza (GC i GC-MS) osam uzoraka etarskog ulja dobijenog hidrodestilacijom
nadzemnih delova divljeg luka (A. ursinum) sa pet razli¢itih lokacija u Jugoistocnoj Srbiji
omogucila je identifikaciju 210 razli¢itih komponenti, koje predstavljaju od 93.2 do 98.7%
ukupne mase ulja. Rezultati GC i GC/MS analize (identifikacija sastojaka etarskog ulja,
njihov procentni sastav, RI vrednosti i metode identifikacije) su sumirani u tabeli 5.2.13.

Hemijski sastav svih ispitivanih ulja je vrlo sli€an. Najzastupljenija su sumporna jedinjenja
(od 69.7 do 97.1%, Tabela 5.1.13), medu kojima ima 0.1-1.0% sulfida, 21.0-60.3% disulfida,
28.2-57.0% trisulfida, 2.1-12.2% tetrasulfida, 0.0-0.4% pentasulfida i 0.2-0.6% ostalih,
neklasifikovanih sumpornih jedinjenja.

U uzorcima koji su dobijeni hidrodestilacijom svezeg biljnog materijala od sumpornih
jedinjenja najvise ima disulfida (61.6-66.0%, racunato na masu svih sumpornih jedinjenja)
medu kojima su najdominantniji dialil disulfid i metil alil disulfid. U etarskom ulju cveta A.
ursinum-a ima 54.6% disulfida, dok u etarskom ulju dobijenom iz biljnog materijala susenog
u susnici i na vazduhu ima samo 30.1% 1 29.0% disulfida (racunato na masu svih sumpornih
jedinjenja). U njima preovladuju trisulfidi (49.7 i 60.4%), a nadeno je najvise dialil trisulfida i
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metil alil trisulfida. Takode, ulja dobijena iz suSenih uzoraka su bogatija i tetrasulfidima
(17.5% na vazduhu suSen, 9.1% u suSnici suSen) u odnosu na ulja dobijena iz svezeg
materijala (2.3-3.8%) i ulja dobijenog iz cveta (5.0%).

Druga najzastupljenija grupa jedinjenja nadena u etarskom ulju sveZeg biljnog materijala su,
takozvana, “green leaf” jedinjenja (5.9-8.5% racunato na ukupnu masu ulja). U uzorcima
susenim na vazduhu i u su$nici njihov procenat je manji 4.7 i 0.9%. “Green leaf” jedinjenja
nastaju kada biljni materijal trpi mehaniCka oSteCenja. Manji sadrzaj ovih jedinjenja u
etarskom ulju divljeg luka suSenog u suc¢nici se moze objasniti time da u toku susenja (5h na
50°C) nije dolazilo do mehanickog ostecenja, da je sadrzaj vode relativno brzo ispario i da su
nakon toga uslovi za njihovo nastajanje bili nepovoljni.

U etarskim uljima su u maloj koli¢ini nadeni alkani, masne kiseline i njihovi derivati.
Produkti Maillard-ove reakcije (uglavnom razni pirazini i piridini) karakteristicni su za
etarska ulja suSenih uzoraka, dok su u ostalima nadeni u tragovima. Poznato je da ova
jedinjenja, koja nastaju u reakcijama izmedu jedinjenja sa azotom (nastalih degradacijom
amino Kiselina, peptida i proteina) i produkata degradacije ugljenih hidrata, doprinose
karakteristi¢nom ukusu kuvane, grilovane, przene i1 pecene hrane (Chyaua i Maub, 2001).
Uopsteno, produkti Maillard-ove reakcije nastaju pri termickoj obradi hrane.

Jedinjenjima, koja su u tabeli 5.2.13 oznacena kao Ostala, pripadaju hemi-/mono-/di-
/seskviterpenoidi, karotenoidi i druga neklasifikovana jedinjenja. Ova jedinjenja su prisutna u
kolicini ve¢oj od 0.05% jedino u etarskom ulju susenih uzoraka.

N Sng ™ K/S\s/\s/
alil metiltiometil disulfid (2)-metiltiometil 1-propenil disulfid
s~ <
PN )\/ 2 - g
alil 1-(metiltio)propil disulfid (E)-metiltiometil 1-propenil disulfid

Slika 5.2.3: Nova disulfidna jedinjenja nadena u A. ursinum-u

Analiza (GC i GC/MS) je otkrila prisustvo Cetiri kompletno nova disulfidna jedinjenja: alil
metiltiometil disulfid, (Z)-metiltiometil 1-propenil disulfid, (E)-metiltiometil 1-propenil
disulfid i alil 1-(metiltio)propil disulfid (slika 5.2.3). Takode, nadena su i etiri sulfida: heptil
metil sulfid, metil oktil sulfid, alil hexil sulfid i alil oktil sulfid (slika 5.1.4) koja nisu pre toga
detektovana u uzorcima prirodnog porekla. Identifikacija svih ovih novih jedinjenja je
bazirana na tumacenju njihove fragmentacije u masenim spektrima kao i na proceni
retencionog indeksa.
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PR e e PN
metil oktil sulfid heptil metil sulfid
NSNS NS
alil oktil sulfid alil hexil sulfid

Slika 5.2.4: Disulfidna jedinjenja nadena u biljnoj vrsti A. ursinum koja nisu ranije
detektovana u prirodnim proizvodima
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Tabela 5.2.13: Hemijski sastav etarskih ulja biljne vrste A. ursinum

. Uzorak® 2 Metod
Komponenta tmin - RE 0 g ¢ b B F 6 H KB genifikaciie®
1 Alil tiol 2.107 595 - - - - - tr tr - oS RI, MS, Col
2  Heksan 2.111 600 - tr tr tr tr - - tr A RI, MS, Col
3  3-Metilbutanal 2.212 620 - - - - - - tr - HT RI, MS
4 Metil hidrogen disulfid 2.3 637 - - - - - tr 0.1 - (O RI, MS
5  2-Metilheksan 2.393 656 - tr tr tr - - - tr A RI, MS
6 1-Penten-3-ol 2.4 657 0.1 tr - tr tr - tr - GL RI, MS
7  3-Metilheksan 2.449 667 tr tr - tr - - - tr A RI, MS
8  Alil metl sulfid 2.512 679 - - - - 0.1 - - - 0Ss RI, MS, Col
9 Heptan 2.618 700 - 01 01 - - - - 0.1 A RI, MS, Col
10 Piridin 2.823 719 - - - tr - - - tr MP RI, MS, Col
11  Dimetil disulfid 2.882 725 23 07 07 07 2 tr 0.8 0.8 (ON] RI, MS, Col
12  1-Pentanol 3.116 746 tr tr tr tr tr tr tr tr GL RI, MS, Col
13 (2)-3-Heksenal 3.393 772 - - - tr - - 0.1 - GL RI, MS
14 Heksanal 3.422 775 0.1 - 0.1 - 0.1 tr tr - GL RI, MS, Col
15 Metilpirazin 3.665 797 - - - - - - tr - MP RI, MS
16 Oktan 3.692 800 tr - - - - - - - GL RI, MS, Col
17  2-Furancarboksialdehid 3.763 804 - - tr tr - - 0.1 tr GL RI, MS
18 (E)-2-Metil-2-pentenal 3.889 812 tr tr tr tr tr - tr tr @ RI, MS
19 2-Metil-1H-pirol 3.92 814 - - tr tr tr - tr tr MP RI, MS
20  Metil propil sulfoksid 4.048 821 tr - tr - tr 02 0.2 - 0sS RI, MS
21 (E)-2-Heksenal 4.119 825 08 02 03 07 02 tr tr tr GL RI, MS
22  (E)-3-Heksen-1-ol 4.251 833 01 0.1 - - 0.1 - - tr GL RI, MS
23 3-Metilpiridin 4.276 834 - tr - tr - - tr tr MP RI, MS, Col
24 (2)-3-Heksen-1-ol 4.306 836 53 64 32 42 6 0.1 - 0.5 GL RI, MS
25 Dialil sulfid 4.392 841 01 03 02 01 02 +tr 01 01 0Ss RI, MS, Col
26 (E)-2-Heksen-1-ol 4.494 846 04 03 02 03 01 tr - 0.1 GL RI, MS
27  1-Heksanol 4.549 850 03 03 02 02 02 tr tr 0.1 GL RI, MS, Col
28  Alil propil sulfid 4.659 856 tr tr tr tr tr - - tr 0S RI, MS
29 2,4A-Dimetiltiofene 4,739 861 - tr - tr - - - - 0OS RI, MS
g0 (Metiltio)propanal (sin. 482 85 02 01 02 02 01 03 01 03 OS RI, MS

metional)




Tabela 5.2.13: Nastavak

. Uzorak® ) Metod
Komponenta tmin. RE 0 g ¢ b B F 6 H KB jeniikaciie’
31  Alil propenil sulfid/ 4.928 872 tr tr tr tr tr - - tr (O] RI, MS
32  Heptanal 5.066 880 tr tr tr - tr tr tr tr GL RI, MS, Col
33 2,6-Dimetilpirazin 5.135 884 - - - - - tr tr - MP RI, MS
34  3,4-Dimetiltiofen 5.214 888 tr - tr - - tr tr tr (O RI, MS
35  1-Propenil propil sulfid* 5.223 888 - - - - - tr 0.2 - 0S RI, MS
36 Etilpirazin 5.232 889 - - - - - - tr - MP RI, MS
37  Alil metil disulfid 5.353 896 17 15 13 13 19 11 86 13 oS RI, MS, Col
38  Vinilpirazin 5.494 903 - - - - - - tr - MP RI, MS
39 Metil fenil sulfid 5.514 904 tr tr tr - tr - tr tr (O RI, MS
40 2,4-Dimetilpiridin 5.569 906 - - - - - - tr - MP RI, MS
41  (2)-Metil -1-propenil disulfid 5.722 913 25 15 19 21 23 01 05 18 0Ss RI, MS
42  3-(Metiltio)butanal 5.753 914 - - tr - - tr 0.1 - 0S RI, MS
43 2,5-Dimetilpiridin 5.829 917 - - - - - - 0.2 - MP RI, MS
44  (E)-Metil -1-propenil disulfid 5.883 920 58 34 44 57 62 03 09 24 0Ss RI, MS
45 Benzaldehid 6.119 930 - - - tr - 0.1 tr tr FP RI, MS, Col
46  Dimetil trisulfid 6.452 944 75 43 35 42 6 11 7 55 (ON] RI, MS, Col
47  3-Tiofenethiol 6.564 949 - - - - - tr tr - (O RI, MS
48 3-Tiofenkarboksi aldehid 6.603 950 - - - - - - tr - (O RI, MS
49 2- Tiofenkarboksi aldehid 6.851 961 - - - - - - tr - oS RI, MS
50 2,4,6-Trimetilpiridin 6.947 965 - - - - - tr - - MP RI1, MS, Col
51 1-Octen-3-ol 6.913 964 tr - tr tr - 0.2 - tr GL RI, MS
52  2-Etil-5-metilpirazin 7.06 970 - - - - - tr 0.1 - MP RI, MS
53  2-Etil-6-metilpirazin 7.17 975 - - - - - - 0.1 - MP RI, MS
54  1-(2-Furanil)-1-propanon 7.257 979 - - - - - tr tr - @ RI, MS
55 (E,E)-2,4-Heptadienal 7.264 979 - - - - - 0.2 - - GL RI, MS
56 2-Pentilfuran 1.27 979 tr tr tr tr tr tr - tr GL RI, MS
57 Oktanal 7.329 982 tr tr tr 01 tr - 0.1 - GL RI, MS, Col
58  (2)-3-Heksenil acetat 7.475 988 02 08 09 02 03 - - - GL RI, MS
59  Heksil acetat 7.689 997 tr 01 01 tr tr - - - GL RI, MS, Col
60 Heksil metil sulfid 7.884 1005 tr - - - - - tr - 0Ss RI, MS, Col




Tabela 5.2.13: Nastavak

. Uzorak® ) Metod
Komponenta t/min R A g ¢ b B F 6 H B heniikaciie®
61 Fenilacetaldehid 8.044 1011 - - tr tr tr 06 01 tr MP RI, MS, Col
62 2,6,6-Trimetilcikloheksanon 8.138 1015 - - - - tr - tr - CR RI, MS
63 1,8-Cineol (sin. Eucaliptol) 8.214 1017 - - - - - tr - - M RI, MS, Col
64  Metill butanditioat 8.318 1021 - tr tr - - - tr tr 0Ss Rl MS
65 (E)-2-Oktenal 8.563 1030 - - - - - tr - - GL RI, MS
66 Acetofenon 8.607 1032 - - - - - tr - - 0 RI, MS, Col
67 2,6,6-Trimetil-2-cikloheksenon 8.682 1035 - - - - - tr - - CR RI, MS, Col
68 (Z,E)-3,5-Oktadien-2-one 8.876 1042 - - - - - tr - - GL RI, MS
69 (E)-2-Okten-1-ol 9.104 1051 - - - - - 0.3 - - GL RI, MS
70 Dialil disulfid 9.292 1058 16 21 20 18 17 99 10 21 oS RI1, MS, Col
71  Tetrametilpirazin 9.357 1061 - - - - - tr - - MP RI, MS
72 2,3-Dimetil-5-etilpirazin 9.381 1061 - - - - - - 0.2 - MP RI, MS
73 (E,E)-3,5-Oktadien-2-one 9.462 1064 - - - - - tr - - GL RI, MS
74 2,3-Dietilpirazin 9.478 1065 - - - - - - tr - MP RI, MS
75  (E)-2-(Metil tiometil)but-2-enal 9.633 1071 tr tr tr tr tr tr tr tr 0sS RI, MS
76  2-Etil-6-vinilpirazin 9.64 1071 - - - - - - tr - MP RI, MS
77 Alil propil disulfid i (2)-alil- 1- 0661 1072 39 41 57 49 38 31 14 55  OS RI, MS
propenil disulfid
78  (E)-Alil -1-propenil disulfid 9.86 1079 79 75 96 10 82 44 34 62  OS RI, MS
79 Nonanal 9.962 1083 06 03 09 06 02 36 06 0.2 GL RI, MS, Col
80 Linalool 9.974 1084 - - - - - tr - - M RI1, MS, Col
g1 Dipropil disulfidi(Z)-1-propenil 44437 1090 02 01 03 02 01 03 tr 02  OS RI, MS
propil disulfide
gp Metil metiltiometil disulfidand 15 598 1995 08 07 11 07 08 08 05 11  OS RI, MS
(E)-1-propenil propil disulfid
83 (Z,2)-Bis(1-propenil) disulfide 10.439 1101 tr tr tr tr tr tr 02 tr 0S RI, MS
84  Heptil methil sulfid 10.454 1102 tr 02 02 01 0.2 tr 0.1 tr OS RI, MS
85 (E,E)-Bis(1-propenil) disulfid 10529 1105 02 01 04 03 03 01 - 01 OS RI, MS
86  Alil metil trisulfid 10.736 1112 15 14 13 13 14 11 27 17 (0N} RI, MS, Col




Tabela 5.2.13: Nastavak

. Uzorak® ) Metod

Komponenta t/min R A g ¢ b B F 6 H B heniikaciie®
87  Metl propil trisulfid 11.12 1126 07 07 08 05 06 09 06 1 (ON] RI, MS
88  (2)-Metil -1-propenil trisulfid 11.372 1135 06 03 06 07 06 08 05 04 (ON] RI, MS
89 (E)-Metil- 1-propenil trisulfid 11.477 1139 09 05 08 1 09 09 07 06 oS RI, MS
90 Metil- 1-(metiltio)etil disulfid 11.558 1142 - tr tr tr 0.1 - 0.1 - 0Ss RI, MS
91 2,4-Dimetilbenzaldehid 11.579 1143 - - - - - tr tr - 0] RI, MS
gp 2-Merkapto-3,4-dimetil-2,3- 11634 1145 tr tr tr 01 tr - - tr  OS RI, MS

dihidrotiofen
93 3-Metilacetofenone 11.803 1151 - - - - - tr - - (0] RI, MS
94  Alil heksil sulfid 11.953 1157 - - - - - tr - - (ON] RI, MS, Col
95 1-Nonanol 11.968 1157 - tr tr tr tr 0.1 - tr GL RI, MS, Col
96 Safranal 12.364 1172 - - - - - 0.1 tr - CR RI, MS, Col
97 3-Vinil-1,2-ditiacikloheks-5-en 12.522 1177 tr - - tr - tr 0.1 tr OS RI, MS
98 Dimetil tetrasulfid 12.681 1183 11 04 06 07 08 17 19 14 0Ss RI, MS, Col
99 Dekanal 12.738 1186 tr - tr tr - tr - tr GL RI, MS, Col
100 (E,E)-2,4-Nonadienal 12.694 1184 - - - - - tr - - GL RI, MS, Col
101 4-Metilen-isoforon 12.795 1188 - - - - - tr - - CR RI, MS
102 p-Ciklocitral 13.024 1196 - - tr tr - 05 tr - CR RI, MS, Col
103 2,6-Diketil-3,5-dimetilpirazin 13.313 1206 - - - - - - 0.1 - MP RI, MS
104 3-Metil-5-¢etil-1,2,4-tritiolan* 13.337 1208 - 0.1 tr tr tr - - tr oS RI, MS
105 2,5-Diketil-3,6-dimetilpirazin 13.421 1211 - - - - - - tr - MP RI, MS
106 Metil octil sulfid 13.425 1211 0.1 - 01 tr 01 03 01 tr (ON] RI, MS, Col
107 Heksil metil disulfid 13.554 1215 - tr tr tr - tr - - 0OS RI, MS, Col
108 Metil 1-(metiltio)propil disulfid 13.959 1231 tr 01 02 01 02 tr tr 0.1 0S RI, MS
109 2,6,6-Trimetil-l-cikloheksen-l- 14017 1233 ) ) ) ) ) tr ) ) CR RI. MS

acetaldehid
110 2-Fenil-2-butenal 14.045 1234 - - - - - 0.3 - - (0] RI, MS
111 (E)-2-Decenal 14.086 1236 - - - - - tr - - GL RI, MS
112 2-Heksiltiofen 14.398 1247 - - - - - tr tr tr 0OS RI, MS




Tabela 5.2.13: Nastavak

. Uzorak® 2 Metod

Komponenta t/min R A g ¢ b B F 6 H B heniikaciie®
113 1-Dekanol 14.656 1257 - - - - - tr - - GL RI, MS, Col
114  Etil -1-(metiltio)propil disulfid 14.607 1255 - tr tr tr tr - 0.2 - (O] RI, MS
115 Alil metiltiometil disulfid 14.747 1260 01 04 04 01 01 08 06 1 (O] RI, MS
116 Dialil trisulfid 15.074 1272 52 86 77 87 49 13 20 11 (O] RI, MS, Col
117 Metiltiometil propil disulfid 15.122 1274 tr tr tr tr tr tr - tr 0S RI, MS
118 ()-Metlitiometil-1-propenl 15277 1280 - & tr - - tr tr tr  OS RI, MS
119 2-Methoksi-4-vinilfenol 15.335 1282 - - - - - 06 - - O RI, MS
120 g'izs)l;ﬂ‘ieg"t'ome“"l'pmpe”" 15361 1283 tr 01 01 tr t t 01 01 OS RI, MS
121  Alil propil trisulfid 15.463 1287 05 09 1 07 05 27 08 13 (O] RI, MS
122 (E,E)-2,4-Dekadienal 15.519 1289 - - tr - - tr - tr GL RI, MS
123  (2)-Alil -1-propenil trisulfid 15.692 12956 03 03 05 07 03 12 05 04 0s RI, MS
124  (E)-Alil -1-propenil trisulfid 15.780 1299 06 06 12 11 06 2 08 07 0s RI, MS
125 Tridekan 15.820 1300 - - tr - - - - - A RI, MS, Col
126 Dipropil trisulfid 15.862 1302 tr tr tr tr - tr tr tr 0sS RI, MS
127  Alil -1-(metiltio)ethil disulfid 15.883 1303 - - - - tr - - - (O] RI, MS
128 (E)-1-Propenil propil trisulfid 15.947 1305 - tr tr - - - - tr 0S RI, MS
129 Metil dekanoat 15.959 1306 - - - - - tr - - FA RI, MS, Col

(2)-1-Propenil propil trisulfid i
130 (.2)-Bis(1-propenil) trisulfid 16.174 1314 01 01 01 01 01 01 tr 01 0s RI, MS
131 (E,E)-Bis(1-propenil) trisulfid 16.377 1322 tr 01 01 01 tr 03 - 02 0s RI, MS

5,6-Dimetil-2,3,7-
132\ itiabiciklo[2.2.1]heptan leess 1334 - - - r - - - - 0 RI, MS
133 Eugenol 16.526 1328 - - - - - tr - - @) RI, MS, Col
134  (E)-2-Undecenal 16.798 1338 - - - - - 02 - - GL RI, MS
135 Alil methil tetrasulfid 17.014 1347 11 11 12 14 09 48 4 2 0s RI, MS, Col
136 Dekanska kiselina 17.177 1353 - - - - - tr - - FA RI, MS, Col
137 Metil propil tetrasulfid 17.415 1363 tr - tr - tr 05 01 01 0S RI, MS
138 Alil octil sulfid 17.466 1365 tr - 01 tr tr 06 ftr tr (O] RI, MS, Col
139 (E)-Metil 1-propenil tetrasulfid 17.570 1368 tr tr 01 01 01 06 02 01 0S RI, MS




Tabela 5.2.13: Nastavak

. Uzorak® 2 Metod
Komponenta t/min R A g ¢ b B F 6 H B heniikaciie®
140 Oktil propil sulfid 17.830 1379 - - - - - tr - - (O] RI, MS
141 Alil 1-(Metiltio) propil disulfid 18.040 1387 tr - 02 01 01 tr tr 0.1 (O] RI, MS
142 1-Tetradecen 18.107 1389 - - - - - - tr - GL RI, MS
143 Metil dekanoat 18.261 1395 tr tr tr tr - 01 - - FA RI, MS, Col
144 1-(Metiltio)propil propil disulfid 18.303 1397 - - tr tr - - - tr 0S RI, MS
145 {1 Fropeniltio) propil methi 18433 1402 tr - - - tr tr tr tr  OS RI, MS
146 éggmf?ig"'o)pmp" -1-propenil 18453 1403 tr tr 01 01 - - - tr  OS RI, MS
2,3-Dimetil-5,6-
147 ditiabiciklo[2.1.1]heksan- 5,5- 18.679 1412 tr tr 01 01 01 01 tr tr 0s RI, MS
dioksid
148 Bis(1-metiltio)propil disulfid 18.701 1413 - tr tr tr - - - - 0S RI, MS
149 Dimetil pentasulfid 18.826 1418 tr tr tr - tr 03 04 01 0S RI, MS, Col
150 Bis(1-metiltio)propil disulfid 19.393 1441 tr tr 0.1 - tr tr tr 0.1 0sS RI, MS
151 Metil- 3,4-dimetil-2-tienil disulfid  19.875 1461 tr tr tr tr tr 01 tr tr (O RI, MS
152 (E)-p-lonon 19.918 1463 tr tr tr tr tr 13 01 - CR RI, MS, Col
153 (E,E)-a-Farnesen 20.737 1497 - - - - - tr - tr S RI, MS, Col
154 Dialil tetrasulfid 20.959 1506 03 07 07 1 03 33 22 11 (O] RI, MS, Col
155 Dipropil tetrasulfid 21.300 1521 tr - 01 01 tr 06 01 01 oS RI, MS
156 Dipropenil tetrasulfid* 21.377 1524 tr tr 01 01 tr 05 01 01 0S RI, MS
157  (Z)-1-Propenil propil tetrasulfid 21.654 1536 - - tr tr - tr - tr 0S RI, MS
158 (E)-1-Propenil propil tetrasulfid 21.970 1550 tr tr tr 01 tr 02 - - 0S RI, MS
159 Dodekanskakiselina(Laurinska 5y 949 4599 . . . . . ¢ . . FA  RIMSCol
kiselina)
160 24-Dimetil-5,6-ditia-2,7- 22126 1% & w - tr - - tr  OS RI, MS
nonadienal
161 Tetradekanal (Miristil aldehid) 22.975 1593 tr - 0.1 0.1 - 0.7 tr - FA RI, MS, Col
162 Heksakozan 23.078 1600 - - - - - - - - A RI, MS, Col
163 1-Tetradekanol 24.434 1659 - - - - - 01 - - FA RI, MS, Col
164 2-Pentadekanon 24.836 1677 - - - - - 01 - - FA RI, MS




Tabela 5.2.13: Nastavak

. Uzorak® ) Metod
Komponenta t/min R A g ¢ b B F 6 H B heniikaciie®
165 Pentadekanal 25.165 1692 - - - - - 0.3 - - FA RI, MS, Col
166 Heptakozan 25.279 1700 - - - - - 0.1 - - A RI, MS, Col
167 Fenantren 26.047 1734 - - - - - tr tr - 0] RI, MS, Col
168 Oktadekan 27.442 1800 - - - - - 0.1 - tr A RI, MS, Col
169 Heksahidrofarnezil aceton 28.034 1830 - - tr tr - 2 tr tr CR RI, MS, Col
170 1-Heksadekanol 28.658 1861 - - - - - 0.1 - - FA RI1, MS, Col
171 Farnezil aceton 29.226 1890 - - - - - 0.2 - - CR RI, MS, Col
172 Nonadekan 29.432 1900 - - - - - 0.2 - tr A RI, MS, Col
173 Metil palmitat 29.627 1911 - - 0.1 tr - 0.1 - tr FA RI, MS, Col
174 I1zofitol 30.184 1939 - - - tr - 0.2 - tr D RI, MS, Col

175 Sulfur, mol. (S8) 30.445 1953 - - - - - 05 tr - 0 RI, MS
176 Etil palmitat 30.939 1979 - - tr tr - tr - tr FA RI1, MS, Col
177 Eicosan 31.348 2000 - - - - - 0.2 tr tr A RI1, MS, Col
178 Geranil linalool 31.455 2007 - - - - - tr - - (0] RI1, MS, Col
179 1-Oktadekanol 32.509 2065 - - - - - tr - - FA RI, MS, Col
180 Metil linolenat 32.723 2076 - - tr tr - 02 tr tr FA RI, MS, Col
181 Fitol 33.111 2098 - - - - - 54 0.1 - D RI, MS, Col
182 Heneikozan 33.17 2100 tr tr 04 02 0.1 - - 0.1 A RI, MS, Col
183 Metil stearat 33.361 2112 - - tr tr - - - - FA RI1, MS, Col
184 Etil stearat 34.547 2180 - - tr tr - - - - FA RI, MS, Col
185 Dokozan 34.906 2200 - - tr tr - 0.3 - tr A RI1, MS, Col
186 1-Eicosananol 36.031 2268 - - - - - tr - - FA RI1, MS, Col
187 Trikozan 36.570 2300 tr tr 04 01 tr 19 tr 0.3 A RI, MS, Col
188 Metil eicosanoate 36.776 2313 - - tr tr - tr - - FA RI, MS, Col
189 Etil eicosanoate 37.852 2380 - - tr tr - tr - - FA RI, MS, Col
190 1-Dokozanol 39.270 2471 - - - - - tr - - FA RI, MS, Col
191 Pentakozan 39.730 2500 tr tr 01 0.1 tr 1 tr 0.1 A RI, MS, Col
192 Heksakozan 41.134 2600 - - - - - tr - - A RI, MS, Col

193 2-Metilheksakozan 42.057 2661 - - - - - 0.1 - - A RI, MS
194 1-Tetrakozanol 42.265 2674 - - - - - 0.2 tr - FA RI, MS, Col
195 Heptakozan 42.648 2700 - - tr - - 0.5 tr - A RI, MS, Col
196 Metil lignocerate 42,775 2711 - - - - - tr - - FA RI, MS, Col




Tabela 5.2.13: Nastavak

. Uzorak® 2 Metod
Komponenta t/min R A g ¢ b B F 6 H B heniikaciie®
197 Oktakozan 43,948 2800 - - - - - tr - - A RI, MS, Col
198 Skvalen 44,110 2808 - - - - - tr - - (@] RI, MS, Col
199 2-Metiloktakozan 44.805 2859 - - - - - tr - - A RI, MS
200 1-Heksakozanol 45.054 2878 - - - - - - tr - FA RI, MS, Col
201 Nonakozan 45.366 2900 - - - tr - 04 - 01 A RI, MS, Col
202 Triakontan 46.572 3000 - - - - - tr - - A RI, MS, Col
203 1-Oktakozanol 47.649 3082 - - - - - tr - - FA RI, MS, Col
204 Hentriakontan 47.819 3100 - - - - - tr 0.3 - A RI, MS, Col
205 Dotriakontan 49.089 3200 - - - - - - 01 - A RI, MS, Col
206 Palmiton 49.861 3266 - - - - - 02 - - @) RI, MS, Col
207 Tritriakontan 50.220 3300 - - - - - tr 09 - A RI, MS, Col
208 2-Metiltetrakontan 52.437 3462 - - - - - tr - - A RI, MS
Ukupno indentifikovano (%) 9 96 98 98 99 93 98 99
Organosumporna jedinjenja (OS) (%) 99 88 91 91 91 70 94 97
Sulfidi 0 1 1 0 1 1 1 01
Disulfidi 57 55 58 56 60 21 27 53
Trisulfidi 31 30 29 31 28 3 57 39
Tetrasulfidi 3 2 3 4 2 12 9 49
Pentasulfidi tr tr tr - tr 0 0 01
Neklasifikovana o 0 0 0 0 0 1 1 03
organosumporna jedinjenja
“Green leaf” jedinjenja (GL) (%) 8 9 6 6 7 5 1 09
Alkani (A) tr 0 1 0 0 5 1 07
Masne kiseline i derivati (FA) tr tr 0 0 - 2 tr tr
Produkti Maillard-ovih reakcija (MP) - tr tr tr tr 1 1 tr
Ostalo (O) tr tr tr tr tr 11 0 tr

'Uzorak — etarska ulja A. ursinum-a sa lokacije: A - Kamenicki vis; B - Jalovik Izvor; C - Bojanine vode; D - Seli¢evica; E - Jastrebac; F — etarsko ulje na
vazduhu suSenog A. ursinum-a sa lokacije Jastrebac; G - etarsko ulje u susnici suSenog A. ursinum-a sa lokacije Jastrebac; H - etarsko ulje cvetova A.
ursinum-a. “Metod identifikacije: Rl-retencioni indeks, MS-maseni spektar, Col-koinjektiranje; *Klasa jedinjenja: OS-organosumporna jedinjenja, GL-
“Green leaf” jedinjenja, A-alkani, FA-masne kiseline i derivati, MP-produkti Maillard-ovih reakcija, O-ostalo.
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Slika 5.2.5: Gasni hromatogram etarskog ulja vrste A. ursinim sa podrucdja Jastrepca sa homolognom serijom alil metil polisulfida
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5. REZULTATI I DISKUSA

Hemijska analiza etarskih ulja A. ursinum-a dokazala je prisustvo nekoliko homolognih serija
polisulfida: metil alil polisulfidi, dialil polisulfidi, dimetil polisulfidi, alil propil polisulfidi,
alil propenil polisulfidi. Analizom ovih homolognih serija nadeno je da retencioni indeks
inkrement za svaki sumporov atom iznosi 222 + 5 RI jedinica, §to je u saglasnosti sa
literaturom (Golovnya i sar. 1979).

Autori Golovnia, MiSarina i Garbuzov proucavali su retencione intekse razlicitih sulfida
(Golovnya i sar. 1976, 1978, 1979) i ponudili su jednacinu za predvidanje retencionih indeksa
za razli¢ite homologne serije. Ove jednacine su date u obliku:

C
I=A+Bn+—
n

gde su A, B i C konstante koje zavise od tipa hromatografske kolone i vrste homologne serije,
an je broj ugljenikovih atoma u sulfidu.

Vodeni ovim, pokusali smo da nademo jednacinu koja dobro opisuje i predvida retencione
indekse za sulfide nadene u ovim analizama.

Tabela 5.2.14: Jednacine za predvidanje RI homolognih serija polisulfida

Ri<R, Jednacina S
1 Mono, di, tri, tetra- Rl = 103.6 + 96.2 [C]* + 215.8 [S]® - 26.2 12
sulfidi [pi]* +17.2 [2]° + 24.0 [E]°®

2 Monosulfidi R1-S-Ry; Rl = 305.7 + 86.4 [C1]’ +101.9 [C;]° - 16.1 2.75
[pi]

3 Disulfidi R;-SS-R; RI = 533.1 + 85.8 [C1] + 99.3 [Cy] - 14.7 [pi] 4.69
+17.6 [Z] +21.6 [E]

4 Trisulfidi R;-SSS-R; Rl = 765.5 +87.8 [C4] + 91.5 [C,] - 14.1 [pi] 1.26
+20.7 [Z] +25.4 [E]

5  Tetrasulfidi R;-SSSS-R, Rl = 1011.5 +86.0 [C4] +85.5 [C;] - 11.6 [pi] 5.85

+21.6 [Z] +27.4 [E]

6  Mono, di, tri-sulfidi, R1-Sx-R» Rl =97.2 + 86.5 [C4] + 100.7 [C;] +215.7 [S] 4.42
-16.9 [pi] +19.8 [Z] + 24.1 [E]

7 Mono, di, tri, tetra- R1-Sx-R» R1=89.3 +86.1 [C,] + 101.0 [C;] + 220.0 [S] 7.08
sulfidi -16.5 [pi] + 17.6 [Z] + 23.1 [E]

!standardna devijacija (u jedinicama RI); *broj C atoma; broj S atoma; “broj dvostrukih (pi) veza; “broj Z
dvostrukih veza; 6broj E dvostrukih veza; 7broj C atoma u kra¢em (R;) nizu; 8broj C atoma u duzem (R,)
nizu.

Standardna devijacija (s), data u tabeli 5.2.14, racunata je po formuli:

N-1
gde su: Rl — retencioni indeks, eksperimentalna vrednost

Rl retencioni indeks, izraCunata vrednost
N — broj jedinjenja u homolognoj seriji

jzmle — RI)?
o _ BRI = RI)?
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5. REZULTATI I DISKUSA

Jednacine (od 1 do 7, tabela 5.2.14) konstruisane su na osnhovu retencionih indeksa 48
jedinjenja (polisulfida sa opStom formulom R;-Sx-R5).

Ako se graficki predstavi zavisnost izracunatih RI vrednosti po jednacini 7 iz tabele 5.2.14 u
zavisnosti od eksperimentalno dobijenih vrednosti RI dobija se prava prikazana na slici 5.2.5
&iji je ¥ = 0.9989.

1600 —

1400

1200

1000

Izracunata vrednost RI

800

600

T T T T T T T T T T
600 800 1000 1200 1400 1600
Eksperimentalna vrednost RI

Slika 5.2.5: Grafik izracunate vrednosti Rl u zavisnosti od eksperimentalnih vrednosti Rl

Najpre, data je jednacina 1 (tabela 5.2.14) ali vrednosti retencionih indeksa predvidenih ovom
jednaCinom su opterecene standardnom devijacijom od oko 12 RI jedinica. Nakon toga,
podelili smo ugljenikove atome u dva lanca (R; i R, u jednacinama od 2 do 7, tabela) i dobili
smo bolja predvidanja sa manjom standardnom devijacijom.

1z jednacine 7 (tabela 5.2.14) moze se zakljuciti:

1.
2.
3.

Doprinos sumpora retencionom indeksu je 220 RI jedinica po atomu;

Doprinos ugljenika retencionom indeksu je 94 RI jedinica po atomu (prosecno);
Prisustvo terminalne dvostruke veze smanjuje retencioni indeks za 16.5 (u poredenju
sa zasi¢enim homologom);

Prisustvo Z dvostruke veze neznatno povecava retencioni indeks u poredenju sa
zasi¢enim homologom);

Prisustvo E dvostruke veze povecava retencioni indeks za 6.6 (u poredenju sa
zasicenim homologom) ali ova tvrdnja nema statisticku tezinu zato Sto standardna
devijacija iznosi 7,
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5. REZULTATI I DISKUSA

6. Na osnovu statisticke analize, ako se predvideni indeks razlikuje od eksperimentalne
vrednosti za viSe od 15 RI jedinica postoji 95% Sanse da je to jedinjenje pogresno
identifikovano (2s pravilo)®;

7. Postoji rezidualni indeks od oko 90 RI jedinica u svim analiziranim jedinjenjima.
Jednacina 7 (tabela 5.2.14) ne uzima kvantitativno u obzir C-S i S-S interakcije, ¢ija
je prosecna vrednost oko 90 RI jedinica.

Jednacina 7 (tabela 5.2.14) daje najloSije predvidanje za dimetil tetrasulfid (predvideni RI
ima nizu vrednost za 27 jedinica od eksperimentalne vrednosti). Medutim, sigurni smo da je
dimetil tetrasulfid ta¢no identifikovan zato $§to je njegovo prisutstvo potvrdeno
koinjektiranjem. Ova iregularnost se moze objasniti visokim doprinosom mase S u molekulu
dimetil tetrasulfida (a samim tim i pove¢anim S-S interakcijama).

U toku analiza esencijalnih ulja nadene su dve homologne serije polisulfida sa metilenskom
grupom izmedu dva sumporova atoma: R;-SS-CH,-S-CHj3 i R;-SS-CH(R2)-S-CHs. Njihov
retencioni indeks ne moze se sa zadovoljavaju¢om sigurnos$¢u predvideti datim jednacinama
(tabela 5.2.14). Golovnya i saradnici (1979) primetili su da se princip aditivnosti grupa moze
primeniti na izraCunavanje retencionog indeksa kod polisulfida. Jednacina koju su oni dali
odnosi se samo na metil polisulfide. Nasi eksperimentalni podaci su u saglasnosti sa
njihovom jedna¢inom. Medutim, primeéeno je da se ovaj princip moze prosiriti na ostale
alkil-/alkenil- supstituente:

RI (R1-SS-CH,-S-CHs) = RI (R1-SS-CH3) + % RI (CH3-S-S-CHa)

Takode, primeéeno je da druga, gore pomenuta, homologna serija (R;-SS-CH(R2)-S-CH3)
prati jednacinu:

RI (R1-SS-CH(R,)-S-CH3) = RI (R1-SS-CH;Ry) + % RI (CH3-S-S-CH3) — 50

Ova jednacina se slaze sa dobro poznatim pravilom da grananje u molekulu snizava njegov
retencioni indeks za oko 50 jedinica.

Analiziraju¢i zavisnost RI od strukture moguce je pripisati odredenu RI vrednost pojedinim
grupama molekula (tabela 5.2.15). Racunanje RI Zeljenog jedinjenja se svodi na prosto
sabiranje odgovaraju¢ih vrednosti. Retencioni indeksi dobijeni raCunanjem na osnovu tabele
5.2.15 dobro se slazu ne samo sa polisulfidima opste formule R;-Sx-R,, nego i sa
polisulfidima sa opstim formulama R;-SS-CH,-S-CH3 i R;-SS-CH(R3)-S-CHs.

Prethodno pomenute jednacine (tabela 5.2.14) i podaci dati u tabeli. 5.2.15 mogu biti vrlo
korisni u brzoj, jednostavnoj i relativno preciznoj proceni retencionih indeksa velikog broja
polisulfidnih jedinjenja.

® 95.45% vrednosti lezi u opsegu srednja vrednost + 2-standardna devijacija
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Tabela 5.2.15: Srednje vrednosti Rl nekih funkcionalnih grupa

RI Grupa RI Grupa

220  -S- -50 grananje

362 -S-Me 142 metil-

520 S 309 alil-

545 —S_ " 325 propil-

550 \) 330 (2)-propenil
s __

553 —S. 333 (E)-propenil

Postoje odredene teskoce u razlikovanju alil, propil i (E)- ili (Z)- homologa (alill-Sx-R,
propil-Sx-R,  (Z)-propenil-Sx-R i (E)-propenil-S-R).  Analiziraju¢i homologne serije
polisulfida uoc€eno je da alil homolog ima najnizi retencioni iznos (u poredenju sa ostala tri).
Propil homolog ima od 10 do 17 jedinica viSu vrednost od alil homologa i koriste¢i maseni
spektar vrlo je lako razlikovati ih. Najteze je razlikovati (Z)-propenil od (E)-propenil
homologa i literarni podaci (Golovnya i sar. 1979) uvek ukazuju na nesSto visi retencioni
indeks za (E)- izomer u odnosu na (Z)- izomer (1 do 7 RI jedinica, u ovoj studiji), pa smo se i
mi time vodili prilikom identifikacije. U slucaju da je samo jedan propenil izomer prisutan u

homolognoj seriji veoma je teSko odrediti njegovu stereohemiju (nemoguce koriste¢i MS ili/i
RI).
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5.3 Stachys germanica L. (Lamiaceae)

Nadzemni delovi biljne vrste Stachys germanica L. (Lamiaceae) sakupljeni su u avgustu
2010. godine sa podrucja Svrljiskih planina u Jugoisto¢noj Srbiji. Identitet biljne vrste je
potvrden od strane ovlaséenog biologa sa Departmana za Biologiju i Ekologiju, Prirodno-
matemati¢kog fakulteta, Univerziteta u Nisu. Vaucer sa primerkom biljne vrste je deponovan
u herbarijim pomenutog departmana pod brojem 5523.

Tabela 5.3.1 Analiticki parametri metode kvantitativnog odredivanja ispitivanih
elemenata

Talasna duzina Koeficijent

Element detekcije’ LoD* LOQ’ korelaéije
B 208.959 0.339 1.13 0.9991
Ba 493.409 0.485 1.616 0.9981
Ca 317.933 1.046 3.488 0.9914
Cd 214,438 0.0015 0.005 1.0000
Cr 357.869 0.233 0.778 0.9996
Cu 324.754 0.101 0.336 0.9999
Fe 238.204 0.559 1.863 0.9975
Hg 184.950 0.005 0.0165 0.9967
K 404.721 0.272 0.906 0.9999
Mg 280.27 0.65 2.166 0.9967
Mn 260.569 0.523 1.745 0.9978
Na 588.995 0.056 0.185 0.9999
Ni 341.476 0.08 0.267 0.9999
Pb 220.353 0.0225 0.0751 1.0000
Zn 213.856 0.389 1.297 0.9988

'Dato u nm:; 2Limit detekcije, pg po g suve biljne mase; *Limit kvantifikacije, pg po g suve biljne mase

5.3.1 Mineralni sastav

Niska granica detekcije i1 Siroki radni opseg za mnoge elemente ¢ine ICP-OES metodu
idealnom za analizu uzoraka biljnog porekla. U cilju odredivanja sadrzaja minerala u
ispitivanim uzorcima, izvrSena je priprema uzoraka po proceduri prikazanoj u delu 4.4.2.
Zatim su odredeni analiticki parametri za ispitivane elemente i u tabeli 5.3.1 prikazane su
odabrane talasne duzine za svaki element, koeficijent korelacije i granice detekcije (LOD) i
kvantifikacije (LOQ). Mineralni sastav razli¢itih delova biljne vrse S. germanica (lista,
cvetova, semena i stabljike) je odreden ICP-OES metodom standardnog dodatka i dobijene
vrednosti za K, Na, Ca, Mg, Cu, Fe, Zn, Ni, Cr, Mn, Ba i B su prikazane u tabelama 5.3.2 i
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5.3.3. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija tri uzastopna
merenja. Vrednosti za Hg, Pb i Cd su ispod odgovaraju¢ih limita detekcije i zbog toga su
izostavljene iz tabele 5.3.3.

Tabela 5.3.2: SadrZaj najzastupljenijih elemenata po delovima biljne vrste S. Germanica
(srednja vrednost + standardna devijacija, za 3 nezavisna merenja)

Deo Koligina® Dodato* Nadeno* Recovery
(%)
C 6.18 £ 0.05 5.00 11.06 £ 0.05 98
Na L 5.60 £ 0.05 5.00 10.54 £ 0.05 99
St 3.72+£0.05 5.00 8.53+£0.05 95
Se 8.48 £ 0.05 5.00 13.65 £ 0.05 102
C 38.67 £ 0.06 10.00 50.22 +0.06 104
K L 34.36 £ 0.05 10.00 46.08 + 0.05 105
St 26.88 £ 0.08 10.00 37.96 £ 0.06 104
Se 40.58 + 0.08 10.00 51.39 £ 0.08 102
C 4.24 +0.03 5.00 9.37£0.03 103
Ca L 6.68 £ 0.06 5.00 11.55+0.06 98
St 4.69 +0.05 5.00 9.46 + 0.05 95
Se 7.66 £ 0.06 5.00 12.35+0.06 96
C 0.41+0.01 0.50 0.89£0.01 96
Mg L 0.51+£0.01 0.50 0.98 +0.01 95
St 0.29+£0.01 0.50 0.81+£0.01 106
Se 0.76 £ 0.01 0.50 1.29 £ 0.01 104

'mg po g suvog biljnog materijala; C-cvast; L-list; St-stabljika; Se-seme;

U analiziranim uzorcima najzastupljeniji su alkalni (Na, K) i zemnoalkalni (Ca, Mg) metali,
dok su bioloski vazni elementi (Fe, Cu, Zn, Mn) u sledeCoj grupi po zastupljenosti.
Makroelement kalijum je prisutan u najvecoj koli€ini u svim analiziranim biljnim delovima, a
najveéa koncentracija je nadena u semenu (40.58 + 0.08 mg/g sbm, tabela 5.3.2).
Najzastupljeniji mikroelement je gvozde (199.2 + 0.8 ug/g sbm. u listovima), za kojim slede
cink (45.5 £0.3 ug/g sbm u semenu) i bakar (32.2 + 0.1 pg/g sbm u semenu). [ako barijum ne
spada u esencijalne elemente on je naden u uzorcima u koli¢ini od 15.4 do 30.6 pg/g sbm, sto
je relativno mnogo u poredenju sa koli¢inama mikroelemenata. To je, verovatno, posledica
njegove velike hemijske slicnosti sa kalcijumom pa ih biljke zajedno usvajaju iz zemlje.
Najveca koli¢ina bora nadena je u cvetovima (10.2 £ 0.1 pg/g sbm.)
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vrednost * standardna devijacija, za 3 nezavisna merenja)

Deo Koli¢ina® Dodato’ Nadeno! Recovery (%)
C 96.7 £ 0.7 50.0 149.62 £ 0.7 102
Fe L 199.2+0.8 50.0 261.6 £0.8 105
St 458 +£0.5 50.0 101.6 £ 0.5 106
Se 102.7+£0.8 50.0 146.6 £ 0,8 96
C 134 +0.1 10.0 22.2+0.1 95
cu L 135+0.1 10.0 245+0.1 104
St 13.3+0.1 10.0 25.0+0.1 107
Se 32.3%x0.1 10.0 41.0+0.1 97
C 23.7%+0.2 10.0 35.7%+0.2 106
7n L 249 +0.3 10.0 36.0+0.3 103
St 28.2+0.2 10.0 40.1+£0.2 105
Se 455+0.3 10.0 54.4 +0.3 98
C 6.94 +£ 0.06 10.0 18.0+£0.1 106
Mn L 11.8+0.1 10.0 22.7+0.1 104
St 3.04 £0.05 10.0 128 +£0.1 98
Se 9.68 + 0.07 10.0 19.3+0.1 98
C 0.80+£0.01 5.00 574 +£0.01 99
Cr L 3.28 £0.03 5.00 7.95+0.03 96
St 1.45+0.02 5.00 6.84 + 0.02 106
Se 2.78 £0.02 5.00 8.17 £ 0.02 105
C 154+ 0.6 10.0 26.2+0.6 103
Ba L 30.6 0.5 10.0 41.0+05 101
St 28.1+0.3 10.0 39.6 +£0.3 104
Se 30.0+0.5 10.0 39.6 0.5 99
C 10.2+£0.1 10.0 19.0+£0.1 94
B L 9.3+0.1 10.0 18.2+0.1 94
St 9.3+0.1 10.0 19.7+0.1 102
Se 6.1+0.1 10.0 16.8+0.1 104
C 1.93+£0.05 5.00 6.93 £ 0.05 100
Ni L 4,70 +£0.08 5.00 9.80 £ 0.08 101
St 1.58 £ 0.06 5.00 6.19 +£ 0.06 94
Se 471 +0.06 5.00 10.29 + 0.06 106

g po g suvog biljnog materijala; C-cvast; L-list; St-stabljika; Se-seme;
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5.3.2 SadrZaj fenola i flavonoida i antioksidantna aktivnost

Fenolna jedinjenja (fenolne kiseline i flavonoidi) su prirodni konstituenti biljaka i to su
sekundarni metaboliti ¢ija funkcija nije do kraja razjaSnjena (Ghasemzadeh i Ghasemzadeh,
2011). Ekstrakciona efikasnost metanola u kombinaciji sa ultrazvu¢nom ekstrakcijom je bila
25.1136.6 % (m/m) za cvet 1 list. Sadrzaj totalnih fenola (TP) u metanolnom ekstraktu S.
germanica-e je 75.0 £ 2.0 and 43.0 £ 1.0 mg of GAE/g sbm, za cvet i list. Dobijeni rezultati
Su sli¢ni rezultatima Kuki¢a i saradnika (2006) koji su odredivali TP u metanolnim
ekstraktima cetiri vrste iz roda Stachys i nasli sadrzaj fenola od 66 do 190 mg CE/g sbm.
Sadrzaj ukupnih flavonoida u cvetovima i listovima je 54.0 £ 1.0 1 33.0 + 1.0 CE/g sbm.

Znacaj antioksidanasa iz biljnog materijala u unapredenju zdravlja 1 zasStiti od sr¢anih
oboljenja i raznih oblika raka je predmet istraZivanja nau¢nika u poslednjih nekoliko dekada.
Takode, aktuelan je trend medu proizvodac¢ima i potroSacima da se dobije funcionalna hrana
koja osim nutritivne vrednosti moze da bude i promoter zdravlja. Za fenolna jedinjenja se zna
da ispoljavaju vise bioloskih efekata, izmedu ostalih poseduju vrlo izrazenu antioksidativnu
aktivnost. Prisustvo razli¢itih antioksidantnih komponenti u tkivu biljaka, ¢ini vrlo teskim
merenje svake antioksidantne komponente posebno. Zbog toga su u poslednjih nekoliko
godina razvijene mnoge metode za merenje antioksidantne aktivnosti bioloskih uzoraka
(Kahonen i sar., 1999).

Antioksidantni kapacitet metanolnih ekstrakta lista i cveta S. germanica-e je ispitivan kroz
Cetiri in vitro antioksidanta testa (DPPH, ABTS, FRAP i IRA).

1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil radikal (DPPH) je stabilan azotni radikal koji menja boju od
ljubicaste u zutu kada se redukuje. Zavisnost sposobnosti hvatanja DPPH radikala metanolnih
ekstrakta lista i cveta od koncentracije suvog ostatka prikazana je na slici 5.3.1. ABTS
metoda je bazirana na sposobnosti antioksidanta da redukuje ABTS katjon radikal, pri ¢emu
etanolni rastvor gubi karakteristicnu modrozelenu boju i prelazi u bezbojan. Sposobnost
hvatanja ABTS radikala ispitivanih ekstrakta prikazana je na slici 5.3.2.

Ekstrakt lista pokazuje bolju radikal hvatacku sposobnost (RSC) kako stabilnijeg DPPH tako
i manje stabilnog ABTS radikala (34 + 3 1 60 = 2 mg TE/g sbm) u poredenju sa ekstraktom
cveta (27 £2129 + 1 mg TE/g sbm).

FRAP i IRA pruzaju drugaciji pogled na reduktivnu sposobnost ispitivanih uzoraka. Ove
metode se baziraju na redukciji Fe** do Fe**. Kod IRA metode, redukuje se fericijanidni do
ferocijanidnog kompleksa dok se kod FRAP metode redukuje fero-TPTZ do feri-TPTZ
kompleksa. Ekstrakt lista je pokazao i u ovim metodama bolji antioksidantni kapacitet (117 £
3 pmol Fe?* eq /g sbm i 35.0 + 0.9 mg GAE/g sbm. za FRAP i IRA) u odnosu na ekstrakt
cveta (56 + 2 pmol Fe** eq /g sbm. i 19.1 + 0.4 mg GAE/g sbm, za FRAP i IRA). Poveéanje
reduktivne sposobnosti u FRAP i IRA metodi sa pove¢anjem koncentracije ekstrahovane
materije prikazano je na slikama 5.3.3 1 5.3.4.
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Slika 5.3.1 Zavisnost DPPH hvatacke sposobnosti metanolnih ekstrakta od koncentracije
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Slika 5.3.2 Zavisnost ABTS hvatacke sposobnosti metanolnih ekstrakta od koncentracije
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Slika 5.3.3 Zavisnost reduktivne sposobnosti metanolnih ekstrakta od koncentracije (IRA
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Slika 5.3.4 Zavisnost reduktivne sposobnosti metanolnih ekstrakta od koncentracije (FRAP
metoda)
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5.3.3 HPLC fenolni profil

HPLC analiza metanolnih ekstrakta cveta i lista S. gemanica-e pokazuju da su iste fenolne
kiseline prisutne i u oba ekstrakta: ferulna, p-kumarna i kafena kiselina (tabela 5.3.4). Ove
kiseline su identifikovane i kvantifikovane poredenjem retencionog vremena i UV-VIS
spektra analizirane kiseline i standarda. Derivati ferulne, p-kumarne i kafene kiseline imaju
UV-VIS spektar podudaran sa odgovaraju¢om kiselinom, ali drugacije retenciono vreme.
Sadrzaj slobodnih kiselina u metanolnom ekstraktu cveta je nesto visi u odnosu na sadrzaj u
ekstraktu lista (3.65 u poredenju sa 3.47 mg/g sbm). ZnaCajno manji sadrzaj fenolnih
jedinjenja, koji naden HPLC analizom (c.a. 13.1 i 8.8 mg za ekstrakt lista i cveta), u odnosu
na UV-VIS spektrofotometrijsku analizu (75 i 43 mg za list i cvet) se moze objasniti time, da
je dobar deo fenolnih jedinjenja vezan glikozidnom vezom sa ugljenim hidratima ili se nalazi
u obliku polimera i nije ih lako detektovati i kvantifikovati u HPLC hromatogramu. HPLC
analiza je pokazala da su i slobodni flavonoidi prisutni u analizitranim ekstraktima. Nadeni su
katehin, hesperetin i rutin (tabela 5.3.4).

Tabela 5.3.4: Fenolni sadrZaj metanolnih ekstrakta lista i cveta biljne vrste Stachys
germanica L.

< 1
Retenciono vreme (min) Sadrzaj
mg/g sbm.
Stachys germanica L. (cvet)
1 Kafena kiselina (derivat) 0.49+0.01
2 Kafena kiselina 1.71+0.01
3 p-kumarna kiselina 0.44 £0.01
4 Ferulna kiselina 1.50+0.01
5 Ferulna kiselina (derivat) 3.25+0.01
6 Katehin 0.10+£0.01
7 Hesperetin 0.09+0.01
8 Rutin 1.17+0.01
Stachys germanica L. (list)
1 Kafena kiselina (derivat) 0.65+0.01
2 Kafena kiselina 2.82+0.01
3 p-kumarna kiselina 0.50 £0.01
4 Ferulna kiselina 0.15+0.01
5 Ferulna kiselina (derivat) 7.46 £0.01
6 Katehin 0.12+0.01
7 Hesperetin 0.11+0.01
8 Rutin 1.28£0.01

!Srednja vrednost + standardna devijacija
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Slika 5.3.5: HPLC hromatogram metanolnog ekstrakta lista S. germanica-e sniman na 320
nm (1-derivat kafene kiseline, 2-kafena kiselina, 3-p-kumarna kiselina, 4-ferulna kiselina,

5-derivat ferulne kiseline, 7-hesperetin, 8-rutin)
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Slika 5.3.6: HPLC hromatogram metanolnog ekstrakta lista S. germanica-e sniman na
fluorescentnom detektoru sa talasnom duZinom ekscitacije od 275 nm i talasnom duZinom

detekcije od 322 nm (6-katehin)
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Slika 5.3.7: HPLC hromatogram metanolnog ekstrakta cveta S. germanica-e sniman na
320 nm (1-derivat kafene kiseline, 2-kafena kiselina, 3-p-kumarna kiselina, 4-ferulna
kiselina, 5-derivat ferulne kiseline, 7-hesperetin, 8-rutin)
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Slika 5.3.8: HPLC hromatogram metanolnog ekstrakta cveta S. germanica-e sniman na
fluorescentnom detektoru sa talasnom duZinom ekscitacije od 275 nm i talasnom duZinom
detekcije od 322 nm (6-katehin)

Na slikama 5.3.5, 5.3.6, 5.3.7 i 5.3.8 dati su HPLC hromatogrami metanolnih ekstrakta lista i
cveta S. germanica-e snimljeni na 320 nm i fluorometrijskim detektorom. Identifikovani
pikovi su obelezeni su brojevima od 1 do 8 (u skladu sa tabelom 5.3.4) dok su neki pikovi
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ostali neidentifikovani. Na hromatogramu snimanom fluorometrijskom detekcijom sa
talasnom duzinom ekscitacije od 275 nm i talasnom duzinom detekcije od 322 nm postoji
samo jedan pik koji potic¢e od katehina.
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5.4 Primula veris L. (Primulaceae)

Nadzemni i podzemni delovi biljne vrste Primula veris L. (Primulaceae) prikupljeni su u
maju 2012 sa podrucja Svrljiskih planina (43°24°36°° N; 22°11°6*” E) u Jugoisto¢noj Srbiji.
Identitet biljne vrste je potvrden od strane ovlas¢enog biologa sa Departmana za Biologiju i
Ekologiju, Prirodno-matematickog fakulteta, Univerziteta u NiSu. Vaucer sa primerkom
biljne vrste je deponovan u herbarijim pomenutog departmana pod brojem 6580.

5.4.1 Mineralni sastav

Mineralni sastav pojedinih delova (cvet, list i koren) biljne vrste P. veris kao i dobijenog ¢aja
odreden je ICP-OES metodom i predstavljen u tabeli 5.4.5. Dobijen je sadrzaj elemenata: Al,
B, Ba, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, Sb, Si, Sr, V i Zn. Svaki dobijeni
rezultat predstavlja srednju vrednost dobijenu iz tri zasebna nezavisna merenja i dat je kao
srednja vrednost + standardna devijacija. Srednje vrednosti i standardne devijacije su
zaokruzene vodeci raCuna o pouzdanim ciframa.

Koncentracije toksi¢nih elemenata: arsena, kadmijuma, Zive 1 olova bile su ispod
odgovarajucih limita detekcije 1 zbog toga su izostavljeni iz tabele 5.4.5

U analiziranim uzorcima najzastupljeniji su alkalni (Na, K) i zemnoalkalni (Ca, Mg) metali
za kojima slede mikroelementi. Naden je veoma veliki sadrzaj aluminijuma i silicijuma (2220
+ 80 1 1720 £+ 40 ppm) u korenu. Ova dva metala su jako zastupljena u zemljistu a kako je
koren jagorCevine jako razgranat moze se lako desiti da Cestice zemlje zaostanu na korenu
nakon pranja. Time se moZe objasniti visoki sadrzaj aluminijuma i silicijuma koji je naden
prilikom analize korena.

Medu elementima prisutnim u pripremljenim cajevima od delova jagorCevine (koren, cvet,
list) najzastupljeniji su kalijum, kalcijum, magnezijum, fosfor i natrijum (tabela 5.4.5), koji se
ekstrahuju u miligramskim koli¢inama po gramu suve biljne mase. Nakon njih, najviSe ima
silicijuma 1 gvozda. Hrom i molibden se ve¢ i u suvom biljnom materijalu nalaze u
koli¢inama manjim od mikrograma (racunato na g sbm) tako da se u Cajevima nalaze u
koncentracijama koje su ispod odgovarajuceg limita detekcije.

Ako se koli¢ina metala koji se nalazi u ¢aju (racunato po g sbm) podeli koli¢inom metala u
biljnoj materiji od koje je spravljen ¢aj (takode, racunato po g sbm) dobija se stepen
ekstrakcije, odnosno ekstrakciona efikasnost datog metala (tabela 5.4.6) (Szymczycha-
Madeja i sar., 2012). Tako se, ovi metali, mogu podeliti na (Szymczycha-Madeja i sar.,
2012):

1) Visoko ekstraktibilne (stepen ekstrakcije je veéi od 55%): Cu, P, Na, Mn, Ni.
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2) Srednje ekstraktibilne (stepen ekstrakcije izmedu 20 i 55%): B, Ba, Ca, K,

Mg, Sr, V, Zn.

3) Slabo ekstraktibilne (stepen ekstrakcije je manji od 20%): Al, Fe, Li, Sb, Si.

Tabela 5.4.5: Mineralni sastav delova biljne vrste P. veris i ¢aja pripremljenog od istih

Caj

Koren Cvet List Koren Cvet List
Al 2220+ 80 756+ 1 82.3+2.4 39.8+1.3 2.48+0.1 3.07 £0.07
B> 19.7+0.6 27.7+0.8 19.6 + 0.4 7.86+0.1 17.9+0.7 8.1+0.3
Ba? 12.4+0.1 2.15+0.05 2.64 +0.05 1.54 +0.05 0.78 +£0.03 0.85 +0.03
cal 11.0+06 6.9+0.1 13.1+0.5 224+0.08  2.18+0.09 1.84 + 0.06
Cr’ 1.85+0.06 0.177 £0.005 0.162 + 0.005 ild ild ild
Cu® 7.23+0.05 5.00+0.08  5.08+0.08  3.92+004  285+0.08 3.02 +0.06
Fe? 690 +40 40.4+0.5 41.9+05 20.8+0.3 6.86 + 0.08 5.68 + 0.08
K!  16.8+0.7 27.6+0.4 41.4+0.9 5.05+0.04  8.05+0.04 9.52 +0.04
Li? 11.9+0.3 18.6 +0.5 16.3+0.3 0.150 + 0.005 0.090 + 0.004  0.090 + 0.003
Mgt 2.57 +0.05 2.18+0.05 1.65+0.08  0.93+0.02  0.69+0.02 0.85 + 0.02
Mn?> 135+0.3 17.6 +0.6 14.1+0.4 850+0.08  8.30+0.05 7.40 +0.06
Mo® 0.177+0.006 0.068 +0.002 0.065 + 0.001 ild ild ild
Na’ 228+8 379+5 358 +8 139 + 2 225+5 241 + 4
Ni? 2.32+0.03 1.37 +0.02 1.52 +0.01 1.02+0.09  0.96+0.02 0.82 +0.08
P! 2.10+0.06 3.06 + 0.09 3.02+0.09  175+0.02  2.18+0.08 2.01+0.08
Sh? 340+ 10 20.1+0.3 23.7+0.8 18.0+0.2 55+0.1 4.85+0.05
Si® 1720+ 40 112+5 132+ 3 98.4+ 4.5 28.8+0.6 25.6 +0.6
Sr*  3.35+0.05 1.85+0.08  4.03+0.05 084+002  0.67+0.02 0.96 + 0.03
VvZ  3.35+0.08 0.63 +0.01 0.78 +0.01 1.82+0.12  0.22+0.04 0.37 +0.08
Zn> 12.0+06 16.0+0.4 12.7+0.6 6.20+0.08  8.61+0.08 3.25+0.05

'dato u mg/g sbm:; 2dato u pg/g sbm: ild-ispod limita detekcije.

Oslobadanje metala u ¢aj zavisi od jacine veze kojom je on vezan za organski matriks kao i
od rastvorljivosti datog metala u vodi. To jako zavisi od vrste €aja i koncentracije samog
metala u biljnoj masi. Mnogi elementi, narocito metali, u biljnom tkivu su kompleksirani sa
flavonolima, kateholima, taninima i polifenolima. Utvrdeno je da tanini jako vezuju
aluminijum, hrom, bakar i gvozde (Costa i sar., 2002). Tako, aluminijum i bakar spadaju u
grupu elemenata koji se slabo ekstrakuju.
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Tabela 5.4.6: Procenat ekstrakcije pojedinih metala u caju P. veris

% ekstrakcije

Koren Cvet List

Al 1.8 3.3 3.7
B 39.9 64.6 41.3

Ba 12.4 36.3 32.2
Ca 20.4 31.6 14.0
Cu 54.2 57.0 59.4
Fe 3.0 17.0 13.6
K 30.1 29.2 23.0

Li 1.3 0.5 0.6

Mg 36.2 31.7 51.5
Mn 63.0 47.2 52.5
Na 61.0 59.4 67.3
Ni 44.0 70.1 53.9
P 83.3 71.2 66.6

Sb 5.3 27.4 20.5
Si 5.7 25.7 19.4
Sr 25.1 36.2 23.8
\ 54.3 34.9 47.4

Zn 51.7 53.8 25.6

Temperatura vode, njena pH vrednost kao i vreme pripreme ¢aja imaju veliki uticaj na stepen
ekstrakcije metala iz ¢aja. Smanjenje pH upotrebljene vode povecava ekstrakciju elemenata

pri pH<5) (Mossion i sar., 2008).
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5.4.2 Antioksidantna aktivnost

Osuseni uzorci biljne vrste P. veris ekstrakovani su rastvara¢ima: metanol, etanol, aceton,
voda i voda-metanol (1:1, v/v) i to svaki deo biljne vrste posebno (rizom, list i cvet). Takode,
paralelno sa ekstraktima analiziran je i ¢aj spremljen od svakog dela ponaosob.

Antioksidantna aktivnost svakog ekstrakta (i cCaja) odredena je kroz Cetiri in vitro
antioksidativna testa (ABTS, DPPH, FRAP i CUPRAC), odreden je ukupan sadrzaj fenola i
flavonoida (TP i TF) i nadena je njihova medusobna korelacija.

Tabela 5.4.1 SadrZaj ukupnih fenola (TP) i flavonoida (TF) u ekstraktima biljne vrste P.

veris

Rastvarac TP! TF?
Metanol 152 + 4a 55.4+0.1a
Etanol 131+4b  45.1+0.13b
g Aceton 71.6+02c 22.4+0.23c
O  Voda 108 +2d  34.6 +0.23d
Voda/metanol 118 + 1e 40.7 £0.23e
Caj 96.1 £ 0.5f  27.1+0.43f
Metanol 75.0 £ 0.69 30.2+0.1g
Etanol 65.3+0.5h  23.1+0.2h
= Aceton 41.7 + 0.4 15.6 + 0.2i
= Voda 56.6 +0.4j  13.8+0.2j
Voda/metanol 5450+ 05k 13.1+0.2
Caj 51.6 £0.51  11.4+0.2k
Metanol 27.3+0.3m 10.1 £ 0.3l
Etanol 19.3 +0.6n 7.4+0.1m
& Aceton 150+050  6.3%0.1n
g Voda 15.7 £ 0.50 4.2 ¥0.10
Voda/metanol 17.9 £ 0.5p 55+0.1p
Caj 10.1+0.2g 25+0.1q

Yizrazeno u mg GAE/g sbm; izrazeno u mg CE/g sbm; vrednosti sa razli¢itim slovima u istoj koloni su
statisticki znacajno razli¢ite za p<0.05 kada se koristi ANOVA Tukey post hoc test.;

Koli¢ina totalnih fenola (TP) u ekstraktima jagorcevine se nalazi u opsegu od 10.1 do 152 mg
GAE/g sbm, a najviSa je u metanolnom ekstraktu cveta (Tabela 5.4.1). Sadrzaj flavonoida
(TF) teakode je najvisi u metanolnom ekstraktu cveta, 55.4 mg CE/g sbm, a najnizi u ¢aju
korena, 2.5 mg CE/g sbm. Ako se rastvaraci poredaju po efikasnosti vidi se da metanol
najbolje ekstrahuje fenolna jedinjenja iz biljnog materijala, zatim slede etanol, smeSa
voda/metanol, voda i na kraju aceton. Postupkom kakav se primenjuje pri pripremi Caja iz
biljne droge se ekstrahuje najmanje fenola, a posto se u narodnoj medicini upotrebljava



iskljuivo ¢aj jagorCevine moze se zakljuciti da oko jedne tre¢ine fenola ostane
neekstrahovano, a samim tim i neiskori$c¢eno.

Kada se posmatra sadrzaj fenola i flavonoida u istom ekstrakcionom sredstvu moze se
primetiti da je najvisi sadrzaj u cvetovima, zatim liS¢u dok je u korenu najnizi. Ovo vazi za
svaki rastvaraC. Visok sadrzaj fenola i flavonoida u cvetu ne iznenaduje, zato Sto Su
flavonoidi biljni pigmenti pa je samim tim prirodno da se nalaze u cvetovima.

Sadrzaj fenola 1 flavonoida u cajevima (Veljkovi¢ 1 sar., 2013) varira od 26 do 241 mg
GAE/g sbm (TF), odnosno od 12 do 85 mg CE/g sbm (TF). Poredenjem ovih vrednosti sa
odgovarajuc¢im vrednostima za jagorCevinu moze se re¢i da su cvetovi i listovi jagoréevine
bogat izvor prirodnih fenola, odnosno flavonoida.

Svi testirani ekstrakti pokazali su odredenu antioksidativnu aktivnost, a dobijene vrednosti
sumirane su u tabeli 5.4.2. Rezultati su predstavljeni u obliku srednje vrednosti tri nezavisna
merenja + standardna devijacija. Antioksidantne sposobnosti se veoma razlikuju i zavise od
rastvaraca koji je upotrebljen za ekstrakciju.

Najbolju hvata¢ku sposobnost ABTS™ radikala pokazao je metanolni ekstrakt (145 + 3 mg
TE/g sbm) za kojim sledi etanolni (114 £ 2 mg TE/g sbm). DPPH' radikal je nesto stabilniji
od ABTS™ radikala pa su i vrednosti dobijene ovom metodom nize od odgovarajuéih
vrednosti u prethodnoj. Slicno kao i1 u prethodnoj metodi, najbolju hvatacku sposobnost
DPPH' radikala je pokazao metanolni ekstrakt (52.2 + 0.1 mg TE/g sbm). FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) je metoda koja se bazira na sposobnosti ispitivane vrste (u
ovom slucaju ekstrakta) da redukuje gvozde(Ill) do gvozda(Il). Rezultati dobijeni ovom
metodom se nalaze u opsegu od 0.053 do 1.22 mmol Fe**/g sbm pri Gemu je najvecéu vrednost
pokazao metanolni ekstrakt. CUPRAC metoda se, kao i prethodna, bazira na reakciji
oksidoredukcije ali u ovom slu¢aju na redukciji bakra(ll) do bakra(l) a aktivnost koju su
pokazali ekstrakti se nalazi u opsegu od 14.2 do 245 mg TE/g sbm.

Antioksidantna sposobnost viSe vrsta Cajeva (Veljkovi¢ i sar., 2013) ispitivana FRAP
metodom se kreée od 0.127 do 1.800 mmol Fe**/g sbm, odnosno nalazi se u opsegu od 15.5
do 45.0 mg TE/g sbm kada se ispituje DPPH metodom. Ako se antioksidantni kapacitet
Cajeva P. veris uporedi sa datim rezultatima uocava se: da je on istog reda veli¢ine; da se
FRAP vrednosti ¢aja cveta 1 korena nalaze unutar opsega dok su DPPH vrednosti neSto nize
od navedenog opsega

Mnogi prirodni antioksidanti su multifunkcionalni (Veljkovi¢ i sar., 2013), odnosno mogu na
viSe nacina ispoljiti svoje antioksidantno dejstvo. Tako, oni mogu direktno vezivati slobodne
radikale u manje reaktivhu formu. Drugi nacin dejstva je transfer vodonikovog atoma
radikalu koji se tom prilikom neutraliSe, a sam antioksidant postaje slobodni radikal koji je
mnogo stabilniji od neutralisanog. Takode, mogu¢ je i elektron transfer sa antioksidanta na
slobodni radikal. Osim navedenih nacina, prirodni antioksidanti mogu helatirati prelazne
metale i tako spre¢avati njihovu ulogu u Katalizi oksidativnih reakcija, a kao posledica toga
date reakcije postaju sporije.



Tabela 5.4.2 Antioksidantna aktivnost ekstrakta biljne vrste P. veris

Rastvara¢ CUPRAC? FRAP? DPPH* ABTS!
Metanol 245 + 2a 1.22 +0.03a 52.2+0.1a 145 + 3a
Etanol 205+ 2b 0.95 +0.02b 458 +£0.2b 114+ 2b
§ Aceton 95+ 2¢c 0.41 +£0.01c 29.8 +0.2¢c 68 +1c
O Voda 167 + 2d 0.70 £ 0.02d 37.5+0.3d 84 + 1d
Voda/metanol 190 + 1e 0.75+0.01e 39.9+0.2e 109 + 2e
Caj 140 + 1f 0.59 + 0.01f 31.4 +0.2f 61 + 1f
Metanol 110 £ 1g 0.404 +0.008c 24.5+0.3g 51+ 1g
Etanol 87 £ 1h 0.292 £ 0.001g 245+0.2g 345+0.2h
+  Aceton 47 + 1i 0.130 + 0.006h 15.8 + 0.3h 16.2 + 0.1ik
= Voda 67 £ 1j 0.209 + 0.001i 16.5+0.3i 23.6 £0.1j
VVoda/metanol 65 * 1j 0.204 + 0.004i 13.7+£0.2) 25.5%0.1j
Caj 64 + 1j 0.183 + 0.002i 15.6 £ 0.2h 18.4 £ 0.1k
Metanol 39.4 £ 0.3k 0.178 £ 0.003i 18.7 £ 0.1k 23.4 £0.1j
Etanol 28.4 £ 0.3l 0.114 + 0.003h 19.0 £ 0.1k 15.2 £ 0.1kl
& Aceton 15.8 +0.2m 0.065 + 0.003j 11.6 £ 0.1l 13.6 £ 0.1il
g Voda 21.1+£0.2n 0.109 + 0.002h 8.8+ 0.1m 14.6 £ 0.1il
Voda/metanol 28.6 + 0.30 0.126 + 0.004h 8.4+0.1m 18.0 £ 0.3k
Caj 14.2 £ 0.1m 0.053 + 0.001j 7.0+ 0.1n 5.6 +£0.1m

Yizrazeno u mg TE/g sbm; 2izrazeno u mmol Fe?*/g sbm; vrednosti sa razligitim slovima u istoj koloni su
statisticki znacajno razlidite za p<0.05 kada se koristi ANOVA Tukey post hoc test.

Zbog ovoga je poZeljno antioksidantnu sposobnost nekog uzorka procenjivati na osnovu vise
nezavisnih in vitro testova, a kao mera te sposobnosti uvodi se antioksidantni kompozitni
indeks (ACI). On se dobija tako §to se najpre svakom uzorku u okviru antioksidantnog testa
dodeljuje brojna vrednost (BV), tako da uzorak sa najvis§im antioksidativnim potencijalom
(AOP) dobija vrednost 100, a ostali proporcionalno njemu. To bi se moglo matematicki
predstaviti jednac¢inom:

AOP uzorka

BV = .
Najvisa vrednost AOP

100

Kada se izraCunaju BV u okviru svakog antioksidantnog testa nade se njihova srednja
vrednost koja predstavlja antioksidantni kompozitni indeks (ACI) (Tabela 5.4.3) (Seeram i
sar., 2008). Ovakvim racunanjem se svakom testu dodeljuje podjednaka vaznost i dobijena
vrednost je manje podlozna uticaju mehanizma reakcije kojom se ispituje antioksidantna
sposobnost. Sam antioksidantni kompozitni indeks predstavlja srednju vrednost svih
primenjenih antioksidantnih testova.



Tabela 5.4.3 Antioksidantni kompozitni indeksi ispitivanih ekstrakta biljne vrste P. veris

Rastvarag CUPRAC FRAP  ABTS  DPPH AClt
Metanol 100 100 100 100 100
Etanol 83 78 78 88 81.8
*a;s Aceton 39 34 47 57 44.3
O  Voda 68 57 58 72 63.8
Voda/metanol 77 62 75 76 725
Caj 57 49 42 60 52
Metanol 45 33 35 47 40
Etanol 36 24 24 47 32.8
= Aceton 19 11 11 30 17.8
= Voda 27 17 16 32 23
Voda/metanol 26 17 18 26 21.8
Caj 26 15 13 30 21
Metanol 16 15 16 36 20.8
Etanol 12 9 10 36 16.8
S  Aceton 6 5 9 22 10.5
g  Voda 9 9 10 17 11.3
Voda/metanol 12 10 12 16 12.5
Caj 7 4 4 13 7

Lantioksidantni kompozitni indeks (ACI)

Tabela 5.4.4 Koeficijenti korelacije sadrZaja totalnih fenola (TF), flavonoida (TF) i in vitro
antioksidantnih testova (CUPRAC, FRAP, DPPH i ABTS)

TP TF CUPRAC FRAP DPPH ABTS

TP 1 0.9793 0.9924 0.9659 0.9581 0.9533

TF 1 0.9857 0.9716 0.9699 0.9676

CUPRAC 1 0.9857 0.9698 0.9754

FRAP 1 0.9702 0.9867

DPPH 1 0.9703
ABTS 1

Metanolni ekstrakt cveta biljne vrste P. veris pokazao je u svim testovima najvisu vrednost pa
je njegov ACI jednak 100. Primenom ovakve metode racunanja vrlo lako se uocava da je
antioksidantna sposobnost (AS) ¢aja dobijenog od cveta P. veris upola niza od metanolnog
ekstrakta. Takode, uocava se da je kod metanolnoih ekstrakta AS cveta dva i po puta veca od
AS lista, a pet puta ve¢a od AS korena. Slicno posmatranje moze da se napravi i kod ¢ajeva:
AS caja od cveta je dva i po puta veca od AS Caja od lista, a 7.5 puta ve¢a od AS ¢aja od



korena. Kako se u narodnoj medicini koristi uglavnom ¢aj korena moze se zakljuciti da
vecina antioksidantnog potencijala ove biljne vrste ostane neiskoriS¢ena.

Velika mana antioksidantnog kompozitnog indeksa je da moze da se koristi samo u okviru
date studije, odnosno potrebno je dosta dodatnog racunanja da bi se uzorak iz jedne studije
uporedio sa uzorkom iz druge.

Postoji velika korelacija sadrzaja ukupnih fenola (TP) odnosno flavonoida (TF) i
pojedinagnih antioksidantnih testova (r>>0.95, tabela 5.4.4 ). Najveca korelacija je zapaZena
izmedu sadrzaja fenola (TF) i CUPRAC testa (r2=O.9924, slika xxx). Takode, postoji i velika
medusobna korelacija izmedu samih antioksidantnih testova (r*>0.95). Na osnovu toga se
moze zakljuciti da su fenolna jedinjenja (medu kojima i flavonoidi) zasluzna za
antioksidantnu aktivnost ispitivanin uzoraka i da osim njih nema drugih jedinjenja
odgovornih za opazenu aktivnost.
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Slika 5.4.3: Korelacija pojedinih antioksidantnih metoda
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6 1ZvVOD

U doktorskoj disertaciji pod nazivom ,, Antioksidativna aktivnost, fenolni i mineralni sastav
biljnih vrsta Geranium macrorrhizum L, Allium ursinum L., Stachys germanica L. i Primula
veris L. «, prikayani su rezultati izvrSenih fitohemijskih ispitivanja navedenih biljnih vrsta
primenom viSe instrumentalnih analitickih metoda (UV-VIS spektrofotometrija, HPLC
hromatografija, gasna hromatografija, ICP analiza).

Na osnovu prikazanih rezultata proucavanja fitohemijskog sastava gore pomenutih biljnih
vrsta mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

Sudija je pokazala da prilikom ekstrakcije suvog materijala biljne vrste G.
macrorrhizum izmedu rastvaraca razli¢ite polarnosti (metanola, etanola, acetona i etil-
acetata) kao najbolje ekstrakciono sredstvo se pokazao metanol. Takode, metanolni
ekstrakt pokazao je najjace antioksidantno dejstvo u svim primenjenim in Vitro
testovima (TP, TF, DPPH, ABTS, IRA, FRAP i CUPRAC). Uocena je veoma jaka
antioksidantna aktivnost ovog ekstrakta u poredenju sa ekstrakatima drugih biljnih
vrsta (eksperimentalnim radom i/ili pretrazivanjem literature).

U in vivo uslovima (ispitivanjem hepatoprotektivne aktivnosti na eksperimentalnim
zivotinjama) suvi ostatak dobijen isparavanjem metanolnog ekstrakta biljnog
materijala vrste G. macrorrhizum pokazao je visoko izrazeno hepatoprotektivno
dejstvo. PredloZena su tri moguca zaStitna mehanizma dejstva fenolnih jedinjenja na
oSteCenje jetre: 1) radikal-hvatacki efekat (nagradeni CCls radikali hvatani su
polifenolima iz ekstrakta); 2) Inhibitorni efekat jedinjenja iz ekstrakta na enzime koji
produkuju CCls" radikale iz hloroforma; i 3) Jacanje ¢elijske membrane hepatocita i
prevencija curenja njihove citoplazme u meducelijski prostor (Sto vodi daljem
oStecenju jetre).

Pokazana je antimikrobna aktivnost ekstrakta vrste G. macrorrhizum prema Gram-
pozitivnim i Gram-negativnim bakterijama, kao i prema gljivicama tako da upotreba
zdravca u narodnoj medicini, kao leka koji se primenjuje u zaceljavanju rana ima
opravdanja.

U etarskom ulju vrste A. ursinum (sa pet razli¢itih lokacija) identifikovano je 210
razli¢itih komponenti koje ¢ine 93.2 do 98.7% ukupne mase ulja. Hemijski sastav svih
ispitivanih ulja je vrlo sliCan. Najzastupljenija su sumporna jedinjenja (od 69.7 do
97.1%), medu kojima ima 0.1-1.0% sulfida, 21.0-60.3% disulfida, 28.2-57.0%
trisulfida, 2.1-12.2% tetrasulfida, 0.0-0.4% pentasulfida i 0.2-0.6% ostalih,
neklasifikovanih sumpornih jedinjenja.

Analiza etarskog ulja vrste A. ursinum (GC i GC/MS) otkrila je prisustvo Cetiri
kompletno nova disulfidna jedinjenja: alil metiltiometil disulfid, (Z)-metiltiometil 1-
propenil disulfid, (E)-metiltiometil 1-propenil disulfid i alil 1-(metiltio)propil disulfid.
Takode, nadena su i Cetiri sulfida: heptil metil sulfid, metil oktil sulfid, alil hexil
sulfid i alil oktil sulfid koja nisu pre toga detektovana u uzorcima prirodnog porekla.
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Hemijska analiza etarskih ulja vrste A. ursinum pokazala je prisustvo nekoliko
homolognih serija polisulfida: metil alil polisulfidi, dialil polisulfidi, dimetil
polisulfidi, alil propil polisulfidi, alil propenil polisulfidi. Analizom retencionih
indeksa 48 jedinjenja iz ovih homolognih serija konstruisana je jednacina koja
predvida retencioni indeks polisulfida: RI=103.6 + 96.2 [C] + 215.8 [S] - 26.2 [pi] +
17.2 [Z] + 24.0 [E]. Data jednacina moze biti jako korisna prilikom identifikacije
nepoznatih polisulfida.

Mineralni sastav vrste A. ursinum sli¢an je mineralnom sastavu drugih biljaka roda
Allium - belog luka (A. sativum), crnog luka (A. cepa) i praziluka (A. ampeloprasum).
Divlji luk sadrzi vise mangana i gvozda dok beli luk sadrzi viSe selena. Analizom
mineralnoga sastava vrste A. ursinum i odgovaraju¢eg zemljiSta nije utvrdeno
zagadenje teskim metalima. Korelacija izmedu sadrzaja metala u biljci i sadrazaja
metala u odgovaraju¢em zemljiStu je znacajna samo za kalcijum (0.97) i kobalt (0.96).

HPLC analiza metanolnih ekstrakta cveta i lista S. gemanica-e pokazuje da su iste
fenolne kiseline prisutne i u oba ekstrakta (ferulna, p-kumarna i kafena kiselina).
Znacajno manji sadrzaj fenolnih jedinjenja naden HPLC analizom (c.a. 13.1 i 8.8 mg
za ekstrakt lista i cveta) u odnosu na UV-VIS spektrofotometrijsku analizu (75 i 43
mg za list 1 cvet) moZe se objasniti time, da je dobar deo fenolnih jedinjenja vezan
glikozidnom vezom sa ugljenim hidratima ili se nalazi u obliku polimera i nije ih lako
detektovati i kvantifikovati u HPLC hromatogramu. HPLC analiza je pokazala da su i
slobodni flavonoidi prisutni u analizitranim ekstraktima. Nadeni su katehin,
hesperetin i rutin.

Poredenjem vrednosti TP i1 TF koje su nadene u listovima 1 cvetovima jagorcevine (P.
veris) sa odgovarajuc¢im vrednostima raznih biljnih ¢ajeva moze se re¢i da su cvetovi i
listovi jagorCevine bogat izvor prirodnih fenola, odnosno flavonoida.

Ako se rastvaraCi upotrebljeni za ekstrakciju biljnog materijala P. veris poredaju po
efikasnosti vidi se da metanol najbolje ekstrahuje fenolna jedinjenja, zatim slede
etanol, smeSa voda/metanol, voda i na kraju aceton. Postupkom kakav se primenjuje
pri pripremi ¢aja iz biljne droge se ekstrahuje najmanje fenola, a posto se u narodnoj
medicini upotrebljava iskljucivo ¢aj jagorcevine moze se zakljuciti da oko jedne
tre¢ine fenola ostane neekstrahovano, a samim tim i neiskoriSéeno.

Dobijeni rezultati su diskutovani i uporedivani sa dostupnim literaturnim podacima
dok je jedan deo analiza odraden po prvi put (hepatoprotektivna aktivnost ekstrakta G.
macrorrhizum-a, antimikrobna aktivnost ekstrakta G. macrorrhizum-a i A. ursinum-a,
antioksidantna aktivnost ekstrakta S. germanica-e i P. veris, fenolni sastav S.
germanica-e).
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7 SUMMARY

PhD thesis entitled ,,Antioxidant activity, phenolic and mineral content of plant species
Geranium macrorrhizum L., Allium ursinum L., Stachys germanica L. and Primula veris L.
presents the results of phytochemical investigations of four mentioned plant species using the
several instrumental analytical ~methods (UV-VIS spectrophotometry, HPLC
chromatography, gas chromatography with mass detection, ICP emission spectrometry).

Based on the presented results and discussions, the following statements can be concluded:

e Our research showed that methanol was the best extraction solvent (among the used
solvents with different polarities: methanol, ethanol, acetone, ethyl acetate). Methanol
extracts were showed the strongest antioxidant effects in all in vitro antioxidant tests
used. Compared to other plant species extracts (the values were found within
literature data or obtained experimentally) G. macrorrhizum’s extracts showed very
high antioxidant activity.

e Dry matter obtained with methanol extraction of G. macrorrhizum was showed very
high hepatoprotective effect in the in vivo test (hepatoprotective activity investigation
on experimental animals). There are at least three possible mechanisms of action that
can be envisaged: 1) the radical scavenging effect (the formed CCl; -radicals are
quenched by the phenolic groups of G. macrorrhizum constituents), 2) inhibitory
action of the extract constituents on the enzymes producing the before mentioned
radical from CCl,, and 3) cell membrane strengthening effect and the prevention of
cell lysis and leakage of cellular content that can induce further liver damage.

e Antimicrobial activity of G. macrorrhizum’s extracts against a number of bacterial
(both Gram positive and Gram negative) and fungal strains was shown. This gives
another argument for uses of this plant species in folk medicine.

e Chemical analyses of A. ursinum’s essential oils obtained by hydrodistillation of the
aerial parts of wild-growing A. ursinum from five localities in South-Eastern Serbia
enabled the identification of 208 different components, representing 92.6-98.7% of
the total oils. The chemical compositions of all investigated samples of A. ursinum
essential oils were quite similar. The organosulfur compounds were the most
abounded ones (from 69.1 to 97.0%, Table X), including 0.1-1.0% sulfides, 21.0-
60.3% disulfides, 28.2-57.0% trisulfides, 2.1-12.2% tetrasulfides, 0.0-0.4%
pentasulfides and 0.2-0.6% other unclassified sulfur compounds.

e A. ursinum’s essential oils analysis (GC and GC/MS) revealed presence of four
disulfides compounds completely new for chemistry: allyl (methylthio)methyl
disulfide, (methylthio)methyl (Z)-1-propenyl disulfide, (methylthio)methyl (E)-
propenyl disulfide, allyl 1-(methylthio)propyl disulfide, as well as presence of four
sulfides: heptyl methyl sulfide, methyl octyl sulfide, allyl hexyl sulfide, allyl octyl
sulfide and propyl (propylthio)methyl sulfide that have never been previously
detected in a sample of natural origin.
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Chemical analysis of A. ursinum’s essential oils revealed several polysulfide
homologous series: methyl allyl polysulfides, diallyl polysulfides, dimethyl
polysulfides, allyl propyl polysulfides, allyl propenyl polysulfides. The equation
based on retention indexes analysis of 48 compounds from this homologous series
was constructed: Rl = 103.6 + 96.2 [C] + 215.8 [S] - 26.2 [pi] + 17.2 [Z] + 24.0 [E].
This equation can predict retention index of any linear polysulfide and may be very
useful in unknown polysulfide identification.

Nutritive value of Allium ursinum, considering only mineral content, is little different
from other compared Allium species (garlic, onion and leek). While garlic contains
more selenium, wild garlic contains more iron and manganese (per units of dry mass).
Mineral content analysis of the A. ursinum samples and correspondent soil samples
revealed no heavy metal contaminations. Correlation between mineral content in the
plant tissue and the soil was significant only for calcium (0.97) and cobalt (0.96).

HPLC analysis of S. gemanica methanol extracts (leaves and blossom) revealed that
the same free phenolic acids were presented in both extracts: ferulic, p-coumaric and
caffeic acid. Significantly less founded phenolics (c.a. 13.1 and 8.8 mg for leaves and
blossom, respectively) by HPLC analysis in comparison to spectrophotometric
analysis (75 and 43 mg for leaves and blossom, respectively) can be explained in the
way that most of the phenolic compounds were bounded forming glycosides and
esters which can not be easily observed in HPLC chromatogram. HPLC analysis of S.
germanica extracts revealed that the free flavonoids also exist in the extracts. The
ones found were catechin, hesperetin and rutin.

Comparing TP and TF values for lives and flowers of cowslip (P. veris) to
corresponding values of different herbal teas can be concluded that cowslip lives and
flowers are rich natural sources of phenols and flavonoids.

Methanol had the best extraction efficiensy among the solvents used for dry P. veris
extraction of phenols (methanol, ethanol, water, water/methanol, acetone). Treatment
which used for herbal tea preparing can extract only two third of phenols present in
the herbal drug. Folk medicine uses cowslip herbal tea prepared only on this method
and one third of phenols were unextracted and unexploited.

Obtained results were discussed and compared to avealable literature data while some
analizes were done for the first time (hepatoprotective activity of G. macrorrhizum’s
extracts, antimicrobic activity of G. macrorrhizum’s and A. ursinum’s extracts,
antioxidant activity of S. germanica’s and P. veris’s extracts, phenolic composition of
S. germanica).
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Lj. Pavlovi¢, Total phenolics, flavonoids and antioxidant activity of different apple
cultivars, Bulgarian Chemical Communications, 2013, 45 (3), 326-331. (IF=0.320)

Radovi saopSteni na nau¢nim skupovima:

M33 - Radovi saopSteni na nau¢nim skupovima medunarodnog znacaja Stampani u
celini (1 bod)
1. Snezana S. Miti¢, Snezana B. Tosi¢, Aleksandra A. Pavlovi¢, Milan B. Stojkovi¢,

M34 -

Milan N. Miti¢, Branka Stojanovi¢, Alkali and Alcaline Earth Metal Content of Early
Season Vegetables of Souther Serbian Regions, 10th International Multidisciplinary
Scientific Geoconferences:SGEM, 2010, Vol Il, 665-667.

Snezana S. Miti¢, Valentina V. Zivanovi¢, Milan N. Miti¢, Milan B. Stojkovi¢,
Determination of Herbicide 2,4-D in Soil Samples bz Kinetic-spectrophotometric
Method, 10th International Multidisciplinary Scientific Geoconferences:SGEM, 2010,
Vol Il, 471-472.

Radovi saopsteni na skupovima medunarodnog znacaja Stampani u izvodu (0,5

bodova)

3.

Snezana Mitic, Branka Stojanovic, Milan Stojkovic, Determination of total phenolic
content in apple juices, 1% International Congres: Engineering, materials and
management in the processing industry, Jahorina, Republic of Srpska, Book of
Abstracts, 168, 2009.

B.T. Stojanovi¢, S.S. Miti¢, M.B. Stojkovi¢, M.N. Miti¢, J.LJ. Pavlovi¢, [.D. Rasi¢
Misi¢, Heavy metal content determination in domestic peaches, Thirteenth Annual
Conference, YUCOMAT 2011, Herceg Novi, Book of Abstracts, 157, 2011

D. Paunovi¢, S. S. Miti¢, A. N. Pavlovi¢, S. B. Tosi¢, M. N. Miti¢, M. B. Stojkovic¢,
R. J. Mici¢, Antioxidative capacity of commercial beers from Serbia, Thirteenth
Annual Conference, YUCOMAT 2011, Herceg Novi, Book of Abstracts, 135, 2011

Jelena M. Brcanovi¢, Aleksandra N. Pavlovi¢, Snezana S. Miti¢, Milan B. Stojkovi¢,
Milan N. Miti¢, Jovana N. Veljkovi¢, Fenolni profil i medusobni odnos sadrzaja
pojedinacnih fenola u kakaou XA TIO6, Prva konferencija mladih hemicara Srbije,
Program i kratki izvodi radova, Beograd, 19. i 20. oktobar 2012;

Milan B. Stojkovi¢, Jovana Lj. Pavlovi¢, Branka T. Stojanovi¢, Dusan D. Paunovi¢,
Aleksandra N. Pavlovi¢, Antioksidativna sposobnost ekstrakata Geranium
macrorrhizum L., XA I126, Prva konferencija mladih hemicara Srbije, Program i
kratki izvodi radova, Beograd, 19. i 20. oktobar 2012;
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Jovana N. Veljkovi¢, Aleksandra N. Pavlovi¢, Snezana S. Miti¢, Snezana B. ToSi¢,
Milan B. Stojkovi¢, Jelena M. Brcanovi¢, Korelacija izmedu razli¢itih in vitro
antioksidativnih testova i sadrzaj pojedinacnih fenola, ukupnih fenola 1 flavonoida
voénih infuz ¢ajeva, XA I128, Prva konferencija mladih hemicara srbije, Program i
kratki izvodi radova, Beograd, 19. i 20. oktobar 2012;

Snezana Miti¢, Milan Miti¢, Branka Stojanovi¢, Milan Stojkovi¢, Dusan Paunovi¢,
Jovana Pavlovié, Antioxidant activity of six apple cultivars in Serbia, BFP-31, 22nd
Congress with international participation, Book of Abstracts, sept. 05 — 09 2012,
Ohrid

Jovana Pavlovi¢, Snezana Miti¢, Milan Miti¢, Branka Stojanovi¢, Milan Stojkovié,
Dusan Paunovi¢, Evaluation of DPPH, FRAP, FRP antioxidant activity of thirteen
different strawberry cultivars, BFP-29, 22nd Congress with international
participation, Book of Abstracts, sept. 05 — 09 2012, Ohrid

Dusan Paunovi¢, Milan Miti¢, Milan Stojkovié, Branka Stojanovi¢, Danica
Dimitrijevi¢, Jovana Pavlovié, Phenolic profiles of commercial dark beers from
Serbia, BFP-30, 22nd Congress with international participation, Book of Abstracts,
sept. 05 - 09 2012, Ohrid

Milan N. Miti¢, Snezana S. Miti¢, Aleksandra N. Pavlovié¢, Mirjana V. Obradovic,
Zora M. Grahovac, Milan B. Stojkovi¢, Natural pigments in Serbian table grapes,
XXI congres of chemists and technologists of Machedonia, Ohrid, September 23-26,
2010, Book of Abstracts

Milan N. Miti¢, Snezana S. Miti¢, Aleksandra N. Pavlovi¢, Mirjana V. Obradovi¢,
Zora M. Grahovac, Milan B. Stojkovié¢, Phenolic composition of Serbian fruit wines,
XXI congres of chemists and technologists of Machedonia, Ohrid, September 23-26,
2010, BFT-19 Book of Abstracts

Milan N. Miti¢, Snezana S. Miti¢, Aleksandra N. Pavlovi¢, Snezana B. Tos$i¢, Milan
B. Stojkovi¢, Determination of clonazepam based on “Ligand-exchange” reaction,
XXI congres of chemists and technologists of Machedonia, Ohrid, September 23-26,
2010, OCBP-12 Book of Abstracts

Radovi saopsSteni na skupovima nacionalnog znacaja Stampani u izvodu (0,2

Milan B. Stojkovi¢, Snezana S. Miti¢, Branka T. Stojanovi¢, Milan N. Miti¢,
Hidroksicimetne kiseline u vinogradarskim breskvama, XLVIII Savetovanje Srpskog
hemijskog drustva, Novi Sad, AH15, 2010.
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16. Milan N. Miti¢, Mirjana V. Obradovi¢, Milan B. Stojkovié, Aleksandra N. Pavlovic,
Fenolni sastav soka crne ribizle, XLVIII Savetovanje Srpskog hemijskog drustva,
Novi Sad, AH07, 2010.
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Mpunor 1.

WU3JABA O AYTOPCTBY

M3jaB/byjeM aa je AOKTOpCcKa AucepTaunja, noa HacCnIoBOM

inm ursinum |

Stachys germanica L. i Primula veris L.

T pe3ynTaT CONCTBEHOIr UCTpaXuUBa4yKor paaa,

T Aa NpeanoXxeHa AucepTauMja, HU Y LUeNnHW, HU Y AeNoBUMA, HUje 6una npeanoxeHa
3a pnobujarbe 6uUno Koje aunaoMe, npeMa CTyaAMjCKMM nporpammMma  Apyrux
BMCOKOLLKOJICKMX YCTaHOBa,

m Ja Cy pe3y/aTaTh KOPeKTHO HaBeAeHU U

T [4a HWCaM KpLUMo/na ayTopcka npaBa, HUTW 3110ynoTpebuno/na MHTeNeKTyanHy CBOjuHy
Apyrux nuua.

Y Huwy, _21. maj 2014

AyTOop aucepTauuje:
Milan Stojkovié¢

MoTnnc gokTopaHAaa.

Jaw Squnovic
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Mpwunor 2.

M3JABA O UICTOBETHOCTM LUTAMIMAHE U ENNEKTPOHCKE BEP3UJE JOKTOPCKE
OUCEPTALUIE

Mme n npesumMe ayTtopa:
Milan Stojkovi¢
CTyaunjcku nporpam:
Hemija
HacrnoB pana: Antioksidativna aktivnost, fenolni i mineralni sastav biljnih vrsta: Geranium macrorrhizum L.,
Allium ursinum L., Stachys germanica L. i Primula veris L.

MeHTOp:
dr Snezana Miti¢

WU3jaB/byjeM [Oa je LWTaMnaHa Bep3uja Moje [AOKTOPCKe AucepTauuje WCToBeTHa
€NeKTPOHCKO] Bep3nju, Kojy cam npepao/na 3a yHoWere y AUruTanHu peno3nTtopujym
YHusepsuteTta y Huuwy.

[o3Bo/baBaMm aa ce objaBe MoOju NMYHM MoJauu, KOju Cy y Be3n ca nobujarbeM
akafeMCKOr 3Batba AO0KTOpa HayKa, Kao WTOo Cy MMe W NpesuMe, roguHa M Mecto pohera u
paTym opbpaHe paga, M To Yy KkaTtanory bBubnuoteke, [urutanHoM penosuTopujymy
YHuBep3uTeTa y Huwy, kao n y nybnukaunjama YHnBepauteTa y Huwy.

Y Huwy, _21.maj 2014

AyTOp AucepTaumje:
Milan Stojkovi¢

MoTnmnc fgokTopaHAaa:

Lhlom. Sho \\'vcovic'




Mpunor 3.
MU3JABA O KOPULUREHY

OsnawhyjeM YHuBep3autercky 6ubnuoteky ,Hukona Tecna®™ pa, y [Aurutantu
peno3nTopujyM YHuBep3uTeTa y Huwy, yHece Mojy AOKTOPCKY AncepTaLmnjy, Noa HacroBoM:
Antioksidativna aktivnost, fenolni i mineralni sastav biljinih vrsta: Geranium macrorrhizum L., Allium ursinum L.,

Stachys germanica L. i Primula veris L.
KOja je Moje ayTopCKoO Aero.

OucepTaumjy ca CBUM npuso3uMa npeaao/na caMm Yy €eeKTPOHCKOM dopmMarTy,
norogHoM 3a TpajHoO apxXuBuUpame.

Mojy AOKTOpPCKY AucepTauunjy, yHeTy y AurntanHu penosutopujym YHuBepauTeTa y
Huwy, Mory KOpUCTUTM CBU Koju mowTyjy oapenbe caapxaHe y ogabpaHoM Tuny nuueHue
KpeaTnsHe 3ajeaHuue (Creative Commons), 3a Kojy cam ce oany4uo/na.

1. AytopcTtBo
2. AyTopcTBo
AyTOpPCTBO

HekoMmepuujasiHo
HekoMepuwnjanHo — 6e3 npepane
4, AyTOopCcTBO — HekoMepuujaiHo — AeNUTU No4 UCTUM yCnoBKUMa
5. AytopctBo - 6e3 npepane
6. AyTOpCTBO — AENUTW noj UCTUM yc/ioBuMa
(MonuMo Aa noAByuyeTe caMo jeAHy of WwecT noHyHeHnX NnUeHLM; KpaTak onuc fuueHuu je
Yy HacCTaBKy TeKCTa).

Y Huwy, _21. maj 2014.

AyTOop aucepTaumje:
Milan Stojkovi¢

lMoTnuc gokTopaHAaa:

6!



