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CHCl3  hloroform   

CS2    ugljen-disulfid 

DCM   dihlormetan  

DEC    dietil-karbonat 

DMSO  dimetilsulfoksid 

DMSO-d₆  deuterisani dimetilsulfoksid 

Et₂O    dietil-etar  

Et₃N    trietilamin 

EtOAc  etil-acetat 

EtOH    etanol 

Eu(hfc)₃   europijum(III) tris[3-(heptafluorpropilhidroksimetilen)-D-kamforat]  

HCl   hlorovodonična kiselina 

K2CO3   kalijum-karbonat 

MeOH  metanol 

Pd/C  paladijum na ugljeniku 

THF    tetrahidrofuran 
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Instrumenti i metode razdvajanja 

 

“t”  pseudo triplet 

1D  jednodimenzionalni 

¹H–¹H COSY  ¹H–¹H correlation spectroscopy  
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brs    široki singlet (eng. broad singlet) 

d   dublet 

dd    dublet dubleta  

ddd    dublet dubleta dubleta  

DEPT   distortionless enhancement by polarization transfer  

GC-FID gasna hromatografija sa plameno-jonizacionim detektorom 

GC-MS  gasna hromatografija sa masenospektrometrijskom detekcijom  

HMBC   heteronuclear multiple-bond correlation  

HPLC  high performance liquid chromatography  

HSQC   heteronuclear single quantum coherence  

Hz  herc  

FTIR   infracrvena spektroskopija 

J    konstanta kuplovanja tj. sprezanja (eng. coupling constant) 

m    multiplet  

m/z    odnos mase i naelektrisanja (eng. mass to charge ratio) 

M+•    molekulski jon  

NMR   nuklearna magnetna rezonanca  

NOESY   nuklearni Overhauzerov efekat  

ppm    delova na milion (parts per milion) 

rel. int.   relativni intezitet  

RI    retencioni indeks  

Rt    retenciono vreme  

s    singlet  

t   triplet  

TIC    ukupni jonski hromatogram  

TLC   tankoslojna hromatografija  

UV    ultraljubičasta  

δC   hemijsko pomeranje u 13C NMR spektru  

δH    hemijsko pomeranje u 1H NMR spektru 

 

Biološka aktivnost 

 

ABTS   2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) 

BIC50
  inhibitorna koncentracija biofilma 

COX-2  ciklooksigenaza-2 



DPPH  2,2-difenil-1-pikrilhidrazil  

LOX  lipoksigenaza 

MIC   minimalna inhibitorna koncentracija 

MMC  minimalna mikrobicidna koncentracija 

MBC  minimalna baktericidna koncentracija 

MFC  minimalna fungicidna koncentracija  

OD  optička gustina 

RSD  relativna standardna devijacija 

SD  standardna devijacija 

SE   standardna greška  

 

Ostalo 

 

°C  stepen celzijusa  

Å  angstrem  

DFT    teorija funkcionala gustine (eng. density functional theory) 

ekv  ekvivalent 

et al.   i drugo (lat. et alia) 

eV    elektronvolt  

g  gram  

GSL  glukozinolat 

L    litar  

m   metar  

mg  miligram  

min  minut  

mm    milimetar  

mmol  milimol  

MP  tačka topljenja (eng. melting point)  

nm  nanometer  

rac/(±)  racemat   

rpm    obrtaji u minuti 

ssp.   podvrsta 

syn/sin. sinonim   

var.    varijetet ili varijanta 



w/w   masa/masa (eng. weight/weight) 

v/v    zapremina/zapremina (eng. volume/volume) 

μl   mikrolitar 

μM  mikrometar 
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1. UVOD I CILJEVI RADA 
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Fitohemija (od grčke reči φυτόν – biljka) je disciplina koja proučava sekundarne 

metabolite biljnog porekla, njihovu strukturu, biosintezu, funkciju u biljci i njihov značaj za 

čoveka. Smatra se interdisciplinarnom oblašću na granici između hemije prirodnih proizvoda i 

filogenije biljaka, uz naglasak na ekološke interakcije i translaciju u primene. Sekundarni 

metaboliti, iako nisu neophodni za primarne životne procese, igraju ključnu ulogu u adaptaciji 

biljaka na stres, odbrani od patogena i interakcijama s okolinom. Zbog svoje hemijske 

raznolikosti i značajne biološke aktivnosti, predmet su istraživanja hemije, biohemije, 

botanike, molekularne biologije, fitoterapije, farmacije, bioinformatike i drugih oblasti. U 

kombinaciji sa etnofarmakologijom, fitohemijska istraživanja doprinose identifikaciji novih 

bioaktivnih jedinjenja sa potencijalom za farmaceutsku primenu (Alamgir, 2018). 

Porodica Brassicaceae (kupusnjače ili krstašice) obuhvata 372 rodova i preko 4.060 

vrsta, svrstanih u 52 tribusa (Christenhusz & Byng, 2016; Tamokou et al., 2017; Warwick et 

al., 2006) i predstavlja jednu od najvažnijih biljnih familija u svetu poljoprivrede, prehrambene 

industrije i biomedicinskih istraživanja. Rodovi i vrste iz ove porodice obuhvataju brojne 

prehrambene kulture (kupus, brokoli, karfiol, kelj, rotkva), ali i lekovite, industrijske i ukrasne 

biljke (Kopjar et al., 2012). Njihova ekonomska i ekološka važnost proističe iz prisustva 

specifičnih sekundarnih metabolita, među kojima se izdvajaju glukozinolati – sumporna 

jedinjenja prepoznata kao ključni faktori hemijske odbrane biljaka i kao bioaktivne supstance 

od značaja za ljudsko zdravlje, sa dokazanim antikancerogenim, antiinflamatornim, 

antimikrobnim i antioksidativnim svojstvima (Fahey et al., 2001; Tamokou et al., 2017; Kopjar 

et al., 2012). 

Glukozinolati čine veliku i evolutivno stabilnu grupu metabolita karakterističnu, mada 

ne isključivu, za porodicu Brassicaceae. Njihovi hemotaksonomski profili pokazuju izrazitu 

raznolikost među vrstama, populacijama i hemotipovima, što im daje veliki hemotaksonomski 

potencijal. Pri oštećenju biljnog tkiva, delovanjem enzima mirozinaze, dolazi do hidrolize 

glukozinolata i stvaranja širokog spektra bioaktivnih produkata, uključujući izotiocijanate, 

tiocijanate, nitrile i oksazolidin-2-tione (Agrawal & Kurashige, 2003; Fahey et al., 2001). Ovi 

proizvodi imaju važnu ekološku funkciju u odbrani biljaka, ali i značajan farmakološki 

potencijal. 

Kod vrste Barbarea vulgaris W. T. Aiton, jedne od najrasprostranjenijih samoniklih 

krstašica Evrope, Azije i severne Afrike, identifikovan je bogat spektar sekundarnih metabolita 

koji uključuje glukozinolate, degradacione produkte glukozinolata, flavonoidne glikozide, 
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saponine i značajne fitoaleksine (Dalby-Brown et al., 2011; Kuzina et al., 2011; Pedras et al., 

2015a; 2015b; 2017; 2018). Vrsta je dvogodišnja ili višegodišnja, visoko adaptabilna na 

različite stanišne uslove i često naturalizovana širom sveta. Najčešće se navode dve podvrste – 

B. vulgaris var. vulgaris i B. vulgaris var. arcuata, koje se razlikuju prema morfološkim 

karakteristikama ploda i peteljke (drške) (Agerbirk et al., 2003). U mnogim florama opisuje se 

kao B. vulgaris. 

Od posebnog značaja su hemotipovi B. vulgaris, pre svega G-tip i P-tip, koji se razlikuju 

prema stereoisomernoj konfiguraciji glavnih glukozinolata: G-tip proizvodi (S)-glukobarbarin, 

dok P-tip proizvodi (R)-epiglukobarbarin (Agerbirk et al., 2015; Byrne, 2017). Ovi hemotipovi 

pokazuju različite odbrambene strategije, ekološke interakcije i nivoe otpornosti na herbivore, 

što ukazuje na visok adaptivni značaj hemijske polimorfije u ovoj vrsti. Pored glukozinolata, 

vrsta akumulira i saponine, relativno retke u okviru porodice Brassicaceae, koji dodatno 

doprinose hemijskoj odbrani (Kuzina et al., 2011). Takođe, B. vulgaris je poznata po biosintezi 

fitoaleksina kao što su brasinin, ciklobrasinin i nasturleksini — jedinjenja koja se sintetizuju 

isključivo kao odgovor na infekciju ili stresne uslove i poseduju snažno antimikrobno i 

antifungalno dejstvo (Ahuja et al., 2012; Bailey & Mansfield, 1982; Dalby-Brown et al., 2011; 

Kuzina et al., 2011; Senatore et al., 2000; Agerbirk et al., 2001; Agerbirk et al., 2011; Agerbirk 

et al., 2018; Agerbirk et al., 2015; Agerbirk et al., 2021; Agerbirk et al., 2003; Pedras et al., 

2014–2018; Pedras & To, 2014; Van Leur et al., 2003; Van Leur et al., 2008; Van Etten et al., 

1994). 

Iako je vrsta B. vulgaris intenzivno proučavana u pogledu hemijskih i ekoloških 

aspekata u zapadnoj i severnoj Evropi, populacije sa područja Balkanskog poluostrva ostale su 

relativno nedovoljno istražene. Očekuje se da bi analiza populacija iz Srbije mogla doprineti 

razumevanju hemijske i genetičke varijabilnosti, identifikaciji novih ili prelaznih hemotipova, 

kao i boljem sagledavanju evolutivnih i ekoloških obrazaca u okviru roda Barbarea. Dobijeni 

podaci mogu imati primenu u hemotaksonomiji, ekologiji, evolutivnoj biologiji, ali i potencijal 

u poljoprivredi (kao izvor prirodnih biopesticida), prehrambenoj industriji (kao prirodni 

antioksidansi) i biomedicini (razvoj antimikrobnih i antiinflamatornih agenasa). Doprinos u 

formiranju sveobuhvatne analitičke baze, uključujući spektroskopijsku karakterizaciju i 

retencione indekse derivata glukozinolata, predstavljaće značajan doprinos daljim 

istraživanjima fitohemijske raznovrsnosti ove i srodnih vrsta. 
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S obzirom na izraženi polimorfizam uočen u populacijama biljne vrste B. vulgaris, 

ograničene literaturne podatke o glukozinolatnim profilima populacija koje rastu u Srbiji, kao 

i na nedostatak podataka o biološkoj aktivnosti sekundarnih metabolita ove biljne vrste, 

istraživanje u predloženoj doktorskoj disertaciji biće usmereno na izolovanje, identifikaciju i 

spektralnu karakterizaciju proizvoda autolize glukozinolata u populaciji B. vulgaris koja raste 

u Srbiji, kao i na ispitivanje biološke aktivnosti sekundarnih metabolita — antimikrobnog 

dejstva prema odabranim humanim i fitopatogenim mikroorganizmima, kao i 

antiinflamatornog i antioksidativnog dejstva. 

Na osnovu dostupne literature, formulisani su sledeći ciljevi doktorske disertacije: 

1. Izolovanje etarskog ulja i autolizata biljne vrste B. vulgaris koja raste u Srbiji; 

2. Detaljna hemijska analiza sastava izolovanog etarskog ulja i autolizata; 

3. Utvrđivanje glukozinolatnog profila i njegovog taksonomskog značaja kod populacije 

iz Srbije, na osnovu proizvoda razgradnje glukozinolata identifikovanih u ispitivanim 

etarskim uljima i autolizatima; 

4. Preparativno hromatografsko razdvajanje ekstrakata i detaljna analiza dobijenih 

frakcija; 

5. Izolovanje, tj. razdvajanje i prečišćavanje sekundarnih metabolita iz analiziranih smeša; 

6. Sinteza jedinjenja identifikovanih u analiziranim smešama u slučajevima kada njihovo 

izolovanje nije moguće ili kada izolovanjem nije moguće dobiti dovoljnu količinu 

materijala potrebnu za strukturnu karakterizaciju i ispitivanje biološke aktivnosti; 

7. Određivanje strukture izolovanih jedinjenja spektroskopskim tehnikama i 

odgovarajućim hemijskim transformacijama; 

8. Ispitivanje biološke aktivnosti izolovanih i/ili sintetisanih čistih jedinjenja–određivanje 

antimikrobne aktivnosti prema odabranim humanim i fitopatogenim 

mikroorganizmima, kao i procena njihovog antiinflamatornog i antioksidativnog 

dejstva. 

Za izradu ove doktorske disertacije implementirane su sledeće metode: 

1. Izolovanje etarskog ulja i priprema ekstrakata 

  Izolovanje etarskog ulja izvršeno je hidrodestilacijom u aparaturi po Klevendžeru. 

Ekstrakcija biljnog materijala izvršena je nakon autolize endogenom mirozinazom 

prema proceduri opisanoj od strane Radulovića i saradnika (2008). 
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2. Hemijska analiza etarskog ulja i autolizata 

  Kvalitativna i kvantitativna analiza sastojaka izolovanih uzoraka obavljena je gasnom 

hromatografijom (GC-FID) i gasnom hromatografijom sa masenospektrometrijskom 

detekcijom (GC-MS). 

3. Utvrđivanje glukozinolatnog profila 

  Na osnovu identifikovanih proizvoda razgradnje glukozinolata iz etarskih ulja i 

autolizata određen je glukozinolatni profil populacije koja raste u Srbiji i upoređen sa 

relevantnim literaturnim podacima radi procene taksonomskog značaja. 

4. Preparativno hromatografsko razdvajanje ekstrakata i dodatna GC-MS analiza 

  Ekstrakti su podvrgnuti preparativnom razdvajanju primenom kolonske hromatografije. 

Dobijene frakcije takođe su detaljno analizirane GC-MS metodom radi eventualne 

identifikacije komponenti koje nisu detektovane u prethodnom koraku. 

5. Primena hromatografskih metoda za izolovanje sekundarnih metabolita 

  Za izolovanje, razdvajanje i prečišćavanje sekundarnih metabolita korišćene se različite 

preparativne hromatografske tehnike: dry-flash hromatografija, kolonska 

hromatografija, ekskluziona hromatografija, kao i preparativna tankoslojna 

hromatografija. 

6. Sinteza odabranih jedinjenja 

  U slučajevima kada izolovanje pojedinačnih komponenti od interesa nije bilo moguće 

ili nije bilo moguće izolovanjem obezbediti dovoljnu količinu za strukturnu 

karakterizaciju i biološka ispitivanja, realizovana je njihova hemijska sinteza. 

7. Spektralna i strukturna karakterizacija izolovanih i/ili sintetisanih jedinjenja 

Spektralna i strukturna karakterizacija izolovanih i sintetisanih jedinjenja izvršena je 

kombinacijоm spektroskopskih tehnika – nuklearnom magnetnom rezonancijom 

ugljenika i vodonika (¹H- i ¹³C-NMR), uključujući jedno- i dvodimenzionalne metode 

(NOESY, ROESY, gradijentne HSQC i HMBC, ¹H-¹H COSY) i multipulsne NMR 

eksperimente (DEPT-90, DEPT-135 i selektivno homonuklearno dekupovanje), 

UV/Vis i IR spektroskopijom. 

8. Ispitivanje biološke aktivnosti izolovanih i/ili sintetisanih jedinjenja 

  Biološka aktivnost procenjena je kroz: 

• antimikrobnu aktivnost prema odabranim humanim i fitopatogenim 

mikroorganizmima mikrodilucionom metodom, 
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• ispitivanjem antibiofilm aktivnosti prema odabranim humanim i fitopatogenim 

mikroorganizmima, 

• određivanjem inhibitornog delovanja na enzime ciklooksigenaze (fluorimetrijskom 

metodom) i 5-lipoksigenaze (spektrofotometrijskom metodom), 

• određivanjem antioksidativnog potencijala na osnovu sposobnosti vezivanja 

(„hvatanja“) slobodnih radikala DPPH i ABTS metodama, 

• in silico analiza, uključujući DFT proračune i eksperimente molekulskog dokovanja 

(ukotljavanja). 
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2.1. TAKSONOMIJA, FILOGENIJA I POLIMORFIZAM VRSTE Barbarea vulgaris 

2.1.1. Porodica Brassicaceae Burnett 

Porodica kupusnjača (Brassicaceae), sinonim Cruciferae, predstavlja jednu od 

ekonomski najznačajnijih familija u okviru cvetnica, sa nezamenljivom ulogom u 

poljoprivredi. Vrste koje pripadaju ovoj porodici imaju izuzetan poljoprivredni, tradicionalni, 

prehrambeni i naučni značaj. Porodica Brassicaceae obuhvata oko 370 rodova i približno 4000 

najčešće jednogodišnjih, dvogodišnjih i višegodišnjih biljnih vrsta (Tamokou et al., 2017; 

Jovanović-Dunjić et al., 1972). O širokoj rasprostranjenosti ove porodice svedoči činjenica da 

gotovo ne postoji deo Zemlje sa razvijenom vegetacijom u kojem njeni predstavnici u 

potpunosti izostaju. Većinu rodova karakteriše kosmopolitski karakter, dok se pojedini 

odlikuju umerenom ili restriktivnom geografskom distribucijom (Jovanović-Dunjić et al., 

1972). 

Značajan broj vrsta raste u području Sredozemlja, koje se odlikuje prisustvom 

monotipskih rodova (rodova sa samo jednom vrstom) endemskog karaktera ili rodova sa 

manjim brojem vrsta. Pojedine vrste uspevaju i na najvišim planinskim vrhovima, do granice 

poslednjeg vegetacionog sloja. U Flori Srbije zabeležen je 51 rod porodice kupusnjača (Diklić, 

1972; Kopjar et al., 2012). 

Krstašice se gaje širom sveta zbog svoje raznovrsne primene – kao povrće, začini, 

uljane kulture (rodovi Sinapis, Raphanus, Brassica i dr.), ukrasno bilje (rodovi Aethionema, 

Iberis i dr.) i kao stočna hrana (Diklić, 1972; Kopjar et al., 2012). Svakodnevna ishrana 

nezamisliva je bez kultivisanih predstavnika ove porodice, kao što su kupus (Brassica oleracea 

var. capitata), karfiol (B. oleracea var. botrytis), brokoli (B. oleracea var. italica), rotkva 

(Raphanus sativus), keleraba (B. oleracea var. gongylodes) i potočarka (Lepidium sativum) 

(Jovanović-Dunjić et al., 1972; Kopjar et al., 2012).  

Pored prehrambenog značaja, kupusnjače zauzimaju važno mesto i u narodnoj medicini 

zbog svojih terapeutskih svojstava. Poznate su po antiinflamatornom, antimikrobnom, 

antioksidativnom i antikancerogenom delovanju. Brojna istraživanja ukazuju na značaj 

pojedinih vrsta u prevenciji i lečenju hroničnih oboljenja, uključujući maligne i 

kardiovaskularne bolesti (Fahey et al., 2001). Utvrđeno je da konzumacija biljaka iz ove 

porodice može delovati preventivno i smanjiti rizik od pojave različitih oblika kancera, poput 

kancera pluća (Wu et al., 2015), debelog creva (Azeem et al., 2015), bešike (Al-Zalabani et al., 
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2016), želuca (Bosetti et al., 2012) i dojke (Bosetti et al., 2012; Wu & Pehrsson, 2021), kao i 

drugih maligniteta.  

Smatra se da sposobnost prevencije malignih i benignih oboljenja potiče od 

degradacionih proizvoda glukozinolata, među kojima su najznačajniji izotiocijanati i indol-3-

karbinol (Clarke, 2010; Wu & Pehrsson, 2021). Brojne in vivo i in vitro studije potvrdile su 

sposobnost ovih jedinjenja da indukuju apoptozu ćelija, tj. da pokrenu proces programirane 

smrti oštećenih ili tumorskih ćelija, čime doprinose suzbijanju razvoja malignih promena (Wu 

& Pehrsson, 2021; Abbaoui et al., 2012). Porodica Brassicaceae ima izuzetno važnu ulogu u 

agrokulturi, ali je istovremeno često na meti brojnih biljnih patogena i štetočina (Kuzina et al., 

2011). Pored kupusnjača, značajnu pažnju istraživača privlače i srodne porodice, kao što su 

Cleomaceae i Capparaceae (Brown et al., 2003).  

2.1.2. Rod Barbarea W. T. Aiton 

Rod Barbarea W. T. Aiton1 predstavlja relativno mali rod koji obuhvata 29 

dvogodišnjih i višegodišnjih biljnih vrsta široko rasprostranjenih u različitim klimatskim 

područjima (Agerbirk et al., 2003; Al-Shehbaz, 1988; Mabberly, 1997). Prema novijim 

literaturnim podacima, rod Barbarea obuhvata 29 vrsta (Lange et al., 2022), dok se u Flori 

Srbije navodi da je 14 vrsta rasprostranjeno u Sredozemlju, kao i u delovima severne Azije, 

Severne i Južne Amerike (Diklić, 1972).  

Vrstu Barbarea vulgaris W.T. Aiton taksonomski je opisao škotski botaničar William 

Townsend Aiton 1812. godine. Prvi naziv Herba Sanctae Barbarae dao je Rembert Dodoens 

u delu Cruydeboeck (1564), dok je Henry Lyte, 1578. godine, u svom delu A Niewe Herball, 

upotrebio skraćeni oblik Barbarea. Epitet vulgaris potiče od latinske reči vulgus, što znači 

„narod“ ili „običan“, i koristi se za označavanje vrsta koje su česte i široko rasprostranjene 

(Acta Plantarum, 2025). Ovaj rod ima monofiletski status, što znači da sve njegove vrste potiču 

 
1 Naziv roda Barbarea potiče od imena Svete Barbare, hrišćanske mučenice iz 3. veka, kojoj je biljka bila 

posvećena u Srednjem veku (Gilbert-Carter, 1964; Stearn, 1992; Diklić, 1972). Herba Sanctae Barbarae je 

srednjovekovni latinski naziv za biljku danas poznatu kao Barbarea vulgaris, a prevodi se kao „biljka (ili trava) 

Svete Barbare“. Pretpostavlja se da ova povezanost potiče iz činjenice da biljka ostaje zimzelena i u zimskom 

periodu, te da dostiže pun razvoj u vreme obeležavanja Svetičinog praznika (4. decembar, po starom kalendaru), 

kada su ljudi tradicionalno sakupljali rozete i koristili ih kao izvor svežeg zelenog povrća – običaj koji datira još 

iz 14. veka (Diklić, 1972; Acta Plantarum, 2025; Fermanagh Species Accounts, 2025). 
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od zajedničkog pretka, a smatra se da je prošao kroz proces divergentne evolucije u relativno 

kratkom evolutivnom periodu (Lange et al., 2022). 

Vrste roda Barbarea karakterišu vretenasti koren, izduženo četvorouglasto seme sa 

mrežasto isprepletanom semenjačom i pljosnati listovi klice. Stabljike su najčešće nerazgranate 

pri osnovi, u gornjem delu razgranate, glatke ili retko obrasle prostim dlačicama. Listovi se 

morfološki razlikuju u zavisnosti od položaja na stabljici – bazalni listovi formiraju rozetu, 

perasto su deljeni i imaju lisnu dršku, dok su listovi u gornjem delu stabljike sedeći i šireg 

oblika. Cvetovi su grupisani u guste grozdaste cvasti. Čašični listići su jajasti, izduženi, sa 

beličastim opnastim obodom, i za trećinu do polovine kraći od kruničnih listića. Krunični listići 

su obrnuto jajasti, svetložute do intenzivno žute boje. U osnovi prašničkih konaca nalaze se 

nektarije različitih oblika i veličina. Tučak je sedeći, sa izraženim dvodelnim žigom i jasno 

vidljivim stubićem. Plod je okruglasto četvorouglast, ljuspaste teksture, sužava se ka vrhu i 

prelazi u kratak stubić. Po sazrevanju se otvara na dva ispupčena kapka sa izraženim središnjim 

nervom (Diklić, 1972). 

Vrste ovog roda privlače značajnu pažnju istraživača zbog produkovanja specifičnih 

sekundarnih metabolita koji imaju ulogu u odbrambenim mehanizmima biljke, poput saponina, 

neindolskih fitoaleksina i glukozinolata (Byrne et al., 2017). Pojedine vrste roda Barbarea 

koriste se u proizvodnji biljnih ulja, kao i u ishrani domaćih životinja. Gajene populacije ove 

biljke naturalizovane su u Australiji, Africi i na Novom Zelandu (Diklić, 1972). Prema 

podacima iz Flore Srbije, na teritoriji Srbije zastupljene su četiri vrste: B. balcana, B. 

bracteosa, B. vulgaris i B. stricta (Diklić, 1972). 

Detaljnim literaturnim pregledom ističe se vrsta B. vulgaris W.T. Aiton, poznata pod 

narodnim nazivima dičak, barica ili obična repica. Raste širom Evrope (osim severnih 

područja), Azije (posebno u centralnom, južnom i istočnom delu kontinenta), severne Afrike 

(Alžir i Tunis), te je zabeležena i u Sjedinjenim Američkim Državama, Kanadi, na Novom 

Zelandu i u Argentini. Filogenetsko stablo ove vrste dato je u Tabeli 1. U literaturi je poznata 

pod engleskim nazivom winter-cress, jer listovi bazalne rozete ostaju zeleni tokom kasne 

jeseni, a često prežive i zimski period; u proleće razvija intenzivno žute cvetove, čime 

opravdava drugi epitet – yellow rocket (Agerbirk et al., 2001).  

Prema zapisima iz tradicionalne medicine, jestivi delovi biljke koristili su se u lečenju 

prehlade, skorbuta i kao diuretik (Nielsen, Nielsen & Staerk, 2010). Zbog visokog sadržaja 

vitamina A i C, kao i karotenoida, list se koristi u pripremi salata. Filogenetski i 
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hemotaksonomski, B. vulgaris pokazuje sličnosti sa vrstama Arabidopsis thaliana i Brassica 

rapa (Dalby-Brown et al., 2011; Kuzina et al., 2011). Takođe, proizvodi specifičnu grupu 

fitoaleksina – nasturleksine, karakteristične i za vrstu Nasturtium officinale R. Br. iz iste 

porodice (Pedras et al., 2015; Pedras et al., 2018; Cárdenas et al., 2023). 

U Crvenoj knjizi flore Srbije, B. vulgaris subsp. lepuznica navedena je kao ugroženi 

takson sa malim arealom; prisutna je na Vršačkim planinama, u jugoistočnom delu Banata. 

Kao glavni uzroci njenog ugroženog statusa navode se industrijalizacija i izgradnja 

infrastrukture (Jakšić, DZPS; Diklić, 1972). 

Razlike u ekološkoj adaptaciji uočene su i među hemotipovima – Agerbirk i saradnici 

(2016) utvrdili su da G-tip ima tendenciju rasta u suvljim predelima sa nižom vegetacionom 

produktivnošću. Novija istraživanja ukazuju na filogenetsku srodnost rodova Armoracia i 

Cardamine sa rodom Barbarea (Olsen et al., 2016; Guo et al., 2017; Lange et al., 2022). Zbog 

morfološki sličnih listova i cvetova, B. vulgaris se često može zameniti sa vrstama roda Sinapis 

(Zrybko et al., 1997). 

2.1.3. Barbarea vulgaris W.T. Aiton 

Barbarea vulgaris W.T. Aiton (Slika 1) je divlja, samonikla zeljasta biljka koja se 

odlikuje dvogodišnjim, ređe višegodišnjim životnim ciklusom. Morfološki je prepoznatljiva po 

uspravnoj, uglastoj i slabo razgranatoj, glatkoj stabljici bez dlačica, koja u proseku dostiže 

visinu od 30 do 90 cm, a povremeno i do 1 m (Diklić, 1972; Senatore et al., 2000). 

Koren je vretenast, mrkožute boje, sa gustim spletom žilica u gornjem delu. Listovi su 

raspoređeni u rozetu i perasto su deljeni na 5–9 režnjeva. Gornji listovi su sedeći, jajastog 

oblika, u osnovi blago uvijeni i prošireni, a prema dršci se postepeno sužavaju u klinast oblik. 

Odlikuju ih tamnozelena boja, glatka površina bez dlačica i umerena debljina lisne lamele. 

Tokom cvetanja cvast je u početku zbijena, a kasnije se izdužuje i formira bogat grozdast sklop 

sa brojnim cvetovima. Period cvetanja traje od marta do septembra. Cvetovi su žuti, sa po četiri 

latice dužine 5–7 mm i širine 12–16 mm, koje se razvijaju iz zelenkastih pupoljaka smeštenih 

na vrhovima brojnih stabljika (Senatore et al., 2000). Čašični listići su izduženi, dužine 2,5–

3,5 mm, a drške cvetova duge su 3–4 mm. Čašični listići i cvetne drške zajedno formiraju 

uspravan, vitak habitus cveta (Diklić, 1972). Plod je mahuna dužine 2–3 cm, uspravna, 

četvorouglasta i glatka, koja sadrži više sitnih semena. Prirodna staništa ove vrste obuhvataju 
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puteve, ivice staza, vlažne livade i planinske predele do oko 700 m nadmorske visine, a 

povremeno se može naći i u kultivisanim uslovima (Senatore et al., 2000) (Slika 2). 

Tabela 1. Filogenetsko stablo biljne vrste B. vulgaris2. 

Taksonomska kategorija Takson 

Regnum (carstvo) Plantae 

Divisio (odsek) Tracheophyta (vaskularne biljke) 

Subdivisio (pododsek) Spermatophytina (semenjače) 

Classis (razred) Magnoliopsida (dikotiledone) 

Superordo (nadred) Rosanae 

Ordo (red) Brassicales Bromhead 

Familia (porodica) Brassicaceae Burnett 

Subfamilia (potporodica) Brassicoideae Prantl & Karl 

Tribus (pleme) Cardamineae Dumort. 

Genus (rod) Barbarea W.T. Aiton 

Species (vrsta) Barbarea vulgaris W.T. Aiton 

 

Tokom nekoliko decenija prošlog veka taksonomski status, odnosno definisanje 

taksonomske pripadnosti vrste B. vulgaris, bio je predmet brojnih diskusija. Takson prvobitno 

označen kao B. vulgaris ssp. arcuata kasnije je u pojedinim florama izdvojen i tretiran kao 

posebna vrsta (B. arcuata), na osnovu zapaženih karakteristika u procesu hibridizacije i 

zabeleženih slučajeva smanjene plodnosti hibrida u poređenju sa drugim intraspecijskim 

kategorijama (Lange, 1937; Bush, 1970; Rostrup & Jørgensen, 1970; Loos, 1996). U narednim 

decenijama, radi pojednostavljivanja taksonomske strukture, širok koncept vrste B. vulgaris 

ponovo je prihvaćen u mnogim florama (Bush, 1970; Loos, 1996). 

U danskim florama najčešće se razlikuju dve podvrste – ssp. arcuata i ssp. vulgaris 

(Frederiksen et al., 2012; Hansen, 1981), dok se u drugim evropskim florama umesto podvrsta 

uvode varijeteti, i to var. vulgaris i var. arcuata (Hartvig, 2015; Lange et al., 2022; Mossberg 

& Stenberg, 2003). Morfološke razlike koje razdvajaju ova dva varijeteta prvenstveno se 

 
2Prema Euro+Med PlantBase, dostupno na https://ww2.bgbm.org (pristupljeno: 30.10.2025.). 

 

https://ww2.bgbm.org/
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odnose na orijentaciju ploda i drške: kod var. vulgaris one su pretežno prave, dok su kod var. 

arcuata blago povijene, odnosno lučnog oblika (Agerbirk et al., 2003). 

 

Slika 1. Ilustracija vrste B. vulgaris. 

Izvor: A. Masclef. Atlas des plantes de France (1891).  

B. vulgaris je rasprostranjena širom Evroazije i u delovima Afrike. Introdulovana je u 

Severnu Ameriku i Australiju, gde je često smatraju korovom (Slika 3). Prema nekim 

florističkim i taksonomskim izvorima, var. arcuata je relativno čest varijetet na području 
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bivšeg Sovjetskog Saveza (Bush, 1939), Skandinavije (Lange, 1937; Jensen, 1985; Nielsen, 

neobjavljeno) i Kanade (Mac Donald & Cavers, 1991) (Agerbirk et al., 2003). 

 

 

Slika 2. Habitus vrste B. vulgaris.  

Izvor: Acta Plantarum – Flora delle regioni italiane (https://www.actaplantarum.org). Licenca CC BY-NC-ND 

4.0. 

2.1.4. Intraspecijska varijabilnost vrste Barbarea vulgaris  

U kojoj meri će se biljka odbraniti od patogena zavisi, pre svega, od vrste sekundarnih 

metabolita koje produkuje. Sastav sekundarnih metabolita može varirati unutar iste biljne vrste, 

unutar populacije – između jedinki iste vrste – kao i u zavisnosti od biosintetski uslovljenih 

puteva sinteze u pojedinim delovima biljke (Brown et al., 2003; Hartmann, 1996; Sang et al., 

1984; Van Leur et al., 2006; Zhang et al., 1991). Koji će se sekundarni metaboliti produkovati 

zavisi od više faktora, kao što su varijabilnost genoma (Cipollini et al., 2003; Kliebenstein et 

al., 2001), ontogenetski stepen razvića (Boege & Marquis, 2005), klimatski faktori (Agerbirk 

https://www.actaplantarum.org/
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et al., 2001a), kao i vrsta patogena kojima je biljka izložena (Agrawal et al., Dicke et al., 2003; 

Van Leur et al., 2006; 1999; Van Dam et al., 2003). Pored tipa glukozinolata koje biljka 

poseduje, od velike važnosti je i njihova procentualna zastupljenost (Van Leur et al., 2006). 

 

Slika 3. Geografska rasprostranjenost vrste B. vulgaris. Izvor: World Flora Online (2025): 

Barbarea vulgaris W.T. Aiton.  

Objavljeno na: http://www.worldfloraonline.org/taxon/wfo-0000560064. Pristupljeno 30. oktobra 2025. Licenca 

CC BY 4.0. 

2.1.4.1. Monogenski polimorfizam (BAR- i NAS-tip) 

Barbarea vulgaris je privukla veliku pažnju zbog izuzetne intraspecijske hemijske 

varijabilnosti koja je povezana sa njenom adaptabilnošću i otpornošću prema biljojedima i 

patogenima. Ova vrsta predstavlja važan model za proučavanje varijacije glukozinolata i njenih 

ekoloških implikacija unutar porodice Brassicaceae (Agerbirk et al., 2003; Van Leur et al., 

2006). 

Istraživanja Van Leura i saradnika (2006) pružaju značajan uvid u intraspecijsku 

varijabilnost vrste B. vulgaris, naročito kada je reč o suptilnim monogenskim razlikama 

http://www.worldfloraonline.org/taxon/wfo-0000560064
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prisutnim u prirodnim populacijama. Ovi autori su ispitali glukozinolatni profil u prirodnim 

populacijama vrste B. vulgaris, pri čemu su identifikovali postojanje dva jasno razgraničena 

hemotipa ove vrste, koji su označeni kao BAR- i NAS-tip, i koji se, pre svega, razlikuju se 

prema sastavu glukozinolata. Iako oba hemotipa poseduju isti skup glukozinolata, bez 

značajnih razlika u ukupnom sadržaju ili raspodeli po biljnim organima, jasno se razdvajaju 

prema količini dominantnog glukozinolata (Van Leur et al., 2006). Prvi, BAR-tip, karakteriše 

dominacija glukobarbarina, odnosno (S)-2-hidroksi-2-feniletil-glukozinolata, dok je drugi, 

NAS-tip, zapravo monogenska varijanta u kojoj se pretežno akumulira glukonasturtiin (2-

feniletil glukozinolat) (Van Leur et al., 2001; 2006). Utvrđeno je da strukturna razlika 

dominantnih glukozinolata u ova dva hemotipa predstavlja ključni faktor njihovog različitog 

biološkog delovanja (Van Leur et al., 2006). Pored glukozinolatnih profila, ova dva hemotipa 

se razlikuju i morfološki, naročito prema prisustvu ili odsustvu trihoma, kao i po različitom 

stepenu otpornosti na biljojede. 

Prema dostupnim podacima, BAR-tip je najrasprostranjeniji i genetski najučestaliji u 

populacijama na teritoriji Srednje i Zapadne Evrope (Van Leur et al., 2006, 2008; Slika 4). U 

istraživanju navedenih autora utvrđena je geografska rasprostranjenost hemotipova u okviru 

populacija na teritoriji Holandije i susednih zemalja. Bez obzira na lokalne uslove staništa, u 

svim analiziranim populacijama oba hemotipa zabeležen je stabilan, konzistentan 

glukozinolatni profil. Dok je BAR-tip široko rasprostranjen u ispitivanim populacijama, NAS-

tip je identifikovan samo u okviru određenog broja populacija na, takođe, geografski 

ograničenom području u Holandiji. U drugim ispitanim populacijama iz Holandije, kao i u 

komercijalnim uzorcima semena i svim ispitanim populacijama van Holandije, NAS-tip nije 

uočen. Prikaz geografske rasprostranjenosti ispitanih hemotipova prikazan na Slici 4 jasno 

potvrđuje izrazitu dominaciju BAR-tipa u odnosu na NAS-tip (Van Leur et al., 2006). 

Prema mišljenju nekih autora, NAS- i BAR-tipove nazivaju formama, analogno 

najnižem taksonomskom rangu, formi, koji se tipično koristi za monogenske varijetete, kako 

bi naglasili njihovu monogensku prirodu, za razliku od izražene genetičke divergencije između 

P- i G-tipa opisanih u daljem tekstu (Agerbirk et al., 2015).  
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Slika 4. Geografska rasprostranjenost NAS- i BAR-tipova kod ispitanih populacija sa teritorije 

Srednje i Zapadne Evrope. Crne tačke označavaju koegzistirajuće populacije oba hemotipa, 

dok bele tačke označavaju populacije kojima dominira isključivo BAR-tip.  

Preuzeto iz Van Leur et al. (2006), uz dozvolu izdavača Elsevier. 

Važno je napomenuti da su uočene razlike između hemotipova nasledne i genetički 

određene, što ukazuje na stabilan polimorfizam u prirodnim populacijama ove vrste. BAR- i 

NAS-forme vrste B. vulgaris, prilikom oštećenja tkiva i hidrolize glukozinolata, daju različite 

degradacione proizvode, čije strukturne razlike imaju važne biohemijske i ekološke posledice. 

Tokom hidrolize, 2-fenetil-glukozinolat (dominantan u NAS-formi) daje isparljive 

izotiocijanate, poznate po tome što odbijaju biljojede, naročito oligofagne za kupusnjače. 

Nasuprot tome, 2-hidroksi-derivati (glukobarbarin u BAR-formi) vode do formiranja 

oksazolidin-2-tiona, kao što je 5-fenil-1,3-oksazolidin-2-tion (barbarin) i srodnih metabolita, 

čije su biološke funkcije još uvek nedovoljno razjašnjene (Van Leur et al., 2006). Zanimljivo 

je istaći da se NAS- i BAR-forme razlikuju u otpornosti prema polifagnom herbivoru, kupusnoj 

sovici (Mamestra brassicae L.) (Van Leur et al., 2008). Takođe, sprovedena je kvantitativna i 

kvalitativna analiza prisutnih aminokiselina i šećera, pri čemu je utvrđeno da ova dva hemotipa 

ne pokazuju varijabilnost u ovom pogledu (Van Leur et al., 2008) (opširnije u okviru odeljka 

2.4.4). 

2.1.4.2. Poligenski i duboko divergentni polimorfizam (G- i P-tip) 

Prirodne populacije vrste B. vulgaris obuhvataju dva genetički divergentna tipa koja se 

razlikuju morfološki, biohemijski i citološki. Oni se, između ostalog, razlikuju po gustini i 
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prisutnosti trihoma, specifičnim glukozinolatima, saponinima o evolutivnoj inovacijima i 

flavonoidi o sezonskim varijacijamama, kao i po ekološkoj interakciji sa okolinom (Agerbirk 

et al., 2003; Agerbirk et al., 2015; Byrne et al., 2017; Christensen et al., 2014; Dalby-Brown et 

al., 2011; Kuzina et al., 2009). Ovi tipovi se razlikuju pre svega po gustini trihoma na listovima 

rozete: jedan tip je gotovo potpuno bez trihoma („goli“, eng. glabrous) i naziva se G-tip, dok 

drugi poseduje visoku gustinu trihoma („dlakavi“, eng. pubescent) i označava se kao P-tip 

(Slika 5). Ova dva tipa imaju različite, ali delimično preklapajuće geografske areale 

(Christensen et al., 2014) (Slika 6). Posebnu pažnju privlači izražen intraspecijski hemijski 

polimorfizam, naročito u pogledu glukozinolata (Agerbirk et al., 2003; Agerbirk et al., 2015; 

Christensen et al., 2014; Van Leur et al., 2006). 

Najzastupljeniji glukozinolati G- i P-tipa razlikuju se u stereohemiji (S-, odnosno R-

konfiguracija) hiralnog, benzilnog C-atoma, čime nastaju epimerni oblici glukobarbarina. G-

tip pretežno biosintetiše glukobarbarin (2S-epimer), dok P-tip sintetiše epiglukobarbarin (2R-

epimer), čija se struktura isključivo razlikuje u konfiguraciji benzilnog C-atoma (videti odeljak 

o glukozinolatima za detaljnije objašnjenje biosinteze, Agerbirk et al., 2022). Dodatna 

hidroksilacija u P-tipu rezultuje nastankom drugih, njemu specifičnih glukozinolata i 

odgovarajućih produkata njihove hidrolize. Pored hemijskih razlika, G- i P-tip razlikuju se i po 

morfološkim i reproduktivnim karakteristikama: ne koegzistiraju u istim populacijama, 

razlikuju se po gustini trihoma i ne ukrštaju se u prirodi, dok listovi oba tipa sadrže visoke 

koncentracije glukonasturtiina (Agerbirk et al., 2003; Van Leur et al., 2008). 

Uopšteno, P-tip se znatno razlikuje od G-tipa, kao i od drugih ispitivanih vrsta roda 

Barbarea, pa se smatra “inovativnom” evolutivnom linijom u biosintezi specijalizovanih 

metabolita, koja obuhvata niz retkih, pa čak i jedinstvenih glukozinolata i saponina. Genetičke 

analize ukazale su na više od 22.000 fiksiranih razlika u kodirajućim regijama između G- i P-

tipa, što potvrđuje izraženu genetičku divergenciju (Byrne et al., 2017). Ova dva tipa su 

razdvojena nepotpunom, ali značajnom reproduktivnom barijerom, što sugeriše da 

predstavljaju važne, iako taksonomski nepriznate, evolutivne linije unutar vrste B. vulgaris. 

Pregled hibridizacije i evolutivne istorije B. vulgaris i srodnih vrsta dao je Lange sa 

saradnicima (2017). Prvi put je sekvenciran genom predstavnika roda Barbarea, što je značajan 

iskorak i za celu porodicu kupusa; slično filogenetski srodnoj vrsti A. thaliana, pretpostavlja 

se da gen GL1 može biti odgovoran za uočene razlike u gustini trihoma između hemotipova. 

Pored fenotipskih razlika koje potencijalno reguliše ovaj gen, sekvenciranjem genoma G- i P-

tipa potvrđeno je prisustvo različitih skupova gena odgovornih za biosintezu dominantnih 
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glukozinolata i saponina (Byrne et al., 2017). U odnosu na A. thaliana, smatra se da je B. 

vulgaris tokom evolucije izgubila glukozinolate koji potiču od metionina (Agerbirk et al., 

2014; Byrne et al., 2017). 

Ove fenotipske i genetičke razlike prate i jasne biohemijske razlike između hemotipova, 

naročito u pogledu glukozinolata, flavonoida i saponina (Kuzina et al., 2009; Dalby-Brown et 

al., 2011; Khakimov et al., 2012; Agerbirk et al., 2015). 

 

 

Slika 5. Fenotipske razlike (gustina trihoma) između G- i P-tipa vrste B. vulgaris var. arcuata: 

snimak dobijen skenirajućom elektronskom mikroskopijom (×43) koji prikazuje pubescenciju 

na adaksijalnim površinama i ivicama listova rozete G- (gore levo) i P-tipa (gore desno) 

(Agerbirk et al., 2003); prikaz listova rozete oba hemotipa nalazi se u donjem delu slike.  

Preuzeto iz Agerbirk et al. (2003), uz dozvolu izdavača Elsevier (gornji deo slike); Preuzeto iz Kuzina et al. (2009), 

uz dozvolu izdavača Oxford University Press (donji deo slike).  
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Slika 6. Geografska rasprostranjenost analiziranih populacija Barbarea vulgaris. Puni 

trouglovi označavaju G-tip populacije, puni krugovi P-tip populacije, a puni kvadrat označava 

pretpostavljenu hibridnu populaciju. Pored toga, G- i P-tip populacije iz studije Hauser i sar. 

(2012) označene su odgovarajućim otvorenim simbolima.  

Preuzeto iz Agerbirk et al. (2015) uz dozvolu izdavača Elsevier i Christensen et al. (2014) uz dozvolu izdavača 

Springer Nature. 

Kod G-tipa koji raste u Danskoj potvrđeno je prisustvo flavonoidnih glikozida, među 

kojima se izdvajaju kempferol-3-O-(2,6-di-O-β-D-glukopiranozil)-β-D-glukopiranozid-7-O-

α-L-ramnopiranozid i kvercetin-3-O-(2,6-di-O-β-D-glukopiranozil)-β-D-glukopiranozid-7-O-

α-L-ramnopiranozid (detaljno obrađeno kasnije, u okviru odeljka 2.2.2. Flavonoidni glikozidi 

vrste B. vulgaris). Sa druge strane, P-tip akumulira značajno manje količine ovih flavonoida u 

poređenju sa G-tipom, koji istovremeno ispoljava i veću rezistentnost prema određenim 

insektima (Dalby-Brown et al., 2011). Isti autori su pokazali da rezistentnost na biljojede tokom 

sezone ispoljava mnogo izraženije promene nego koncentracije flavonoidnih glikozida. 

Drugim rečima, iako je otpornost biljaka prema insektima varirala u zavisnosti od godišnjeg 

doba, flavonoidni profil G- i P-tipa ostajao je relativno stabilan. 
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Nedavno sprovedena eko-metabolomska analiza pokazala je da su specifični oleanski 

triterpenski saponini kod B. vulgaris u značajnoj meri povezani sa rezistentnošću na Phyllotreta 

nemorum, čime se dodatno potvrđuju jasne biohemijske razlike između genotipova (Kuzina et 

al., 2009). 

Pored toga, B. vulgaris pokazuje izražen polimorfizam u otpornosti prema insektima: 

P-tip je osetljiv na sve do sada poznate genotipove Ph. nemorum, dok je G-tip rezistentan na 

većinu uobičajenih genotipova ovih štetočina. Ovaj obrazac jasno potvrđuje da morfološke 

razlike u pubescenciji nisu samo fenotipska odlika, već imaju direktne ekološke i evolutivne 

posledice (Kuzina et al., 2009). 

2.1.4.3. Geografska i evolutivna struktura B. vulgaris kompleksa 

Ispitivanje geografske rasprostranjenosti hemotipova vrste B. vulgaris pokazalo je 

jasno prostorno razdvajanje između G- i P-tipa. U okviru 26 analiziranih populacija, 

identifikovano je 11 populacija u kojima dominira G-tip, 14 populacija sa dominantnim P-

tipom, kao i jedna populacija mešovitog, hibridnog tipa (Christensen et al., 2014). Analiza 

glukozinolata potvrdila je da su glukobarbarin (2S-epimer) i epiglukobarbarin (2R-epimer) 

dominantni glukozinolati u većini populacija, u skladu sa stereospecifičnim razlikama između 

hemotipova: G-tip karakteriše pretežno 2S-epimer, dok je P-tip definisan dominacijom 2R-

epimera. Izuzetak od ovog obrasca predstavljaju populacije iz Slovenije i sa Kavkaza (Rusija), 

kod kojih je uočeno odstupanje između hemotipske klasifikacije prema profile glukozinolata i 

genetičkih markera, što ukazuje na lokalne evolutivne specifičnosti ili istorijske događaje 

introgresije (Agerbirk et al., 2015). Između područja u kojima dominiraju G- odnosno P-tipovi 

nalazi se i jasno definisana zona kontakta, koju karakteriše prisustvo hibridnog tipa. Pojedine 

populacije iz Poljske i Bugarske (Slika 6) predstavljaju posebne slučajeve, jer pokazuju 

delimično odstupanje u glukozinolatnim profilima, ali i dalje fenotipski odgovaraju klasičnim 

G- i P-tipovima opisanim u južnoj Skandinaviji (Agerbirk et al., 2003; Christensen et al., 2014).  

Ovi rezultati nedvosmisleno potvrđuju postojanje geografski strukturisanog 

hemotipskog polimorfizma unutar vrste B. vulgaris, pri čemu se hemotipovi razlikuju u 

stereohemiji glukozinolata, genetičkim markerima i prostornoj distribuciji, ali u isto vreme 

pokazuju ograničeno preklapanje i potencijal za hibridizaciju. 

Analiza genotipa B. vulgaris ukazuje na značajnu genetičku divergenciju unutar vrste 

na teritoriji Danske: uzorci su pokazali nisku stopu hibridizacije između rezistentnih i osetljivih 
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hemotipova, što sugeriše da su G- i P-tip bili ranije izolovani – verovatno u različitim 

refugijima tokom poslednjeg ledenog doba – te da su se nakon sekundarnog kontakta održali 

značajnu genetičku diferencijaciju (Toneatto et al., 2010). U literaturi se pominju tri glavne 

evolucione hipoteze koje objašnjavaju poreklo hemotipova kod B. vulgaris: (1) razlike u broju 

hromozoma, (2) hibridizacija sa drugim vrstama roda Barbarea, i (3) postepena divergencija 

hemotipova usled alopatrične specijacije ili geografske separacije. Prva hipoteza je u velikoj 

meri odbačena uprkos zabeleženim varijacijama u broju hromozoma među hemotipovima 

(Agerbirk et al., 2015; Ørgaard & Linde-Laursen, 2008). Druga hipoteza nema 

eksperimentalnu potvrdu, jer P-tip nije pokazao veću sličnost ni sa jednom ispitivanom vrstom 

roda Barbarea (Agerbirk et al., 2003; Agerbirk et al., 2015; Toneatto et al., 2012). Treća 

hipoteza dobija sve više potvrda zahvaljujući jasno izraženoj geografskoj razdvojenosti P- i G-

tipa – prvog, široko rasprostranjenog u istočnoj Evropi, i drugog, pretežno prisutnog u 

zapadnijim regionima (Slike 6 i 7) (Christensen et al., 2014; Hauser et al., 2012). Većina 

istraživanja ukazuje na snažnu saglasnost između hemotipskog profila glukozinolata i 

genetičkih markera među hemotipovima, što dodatno potvrđuje postojanje divergentnih 

evolutivnih linija unutar ove vrste (Agerbirk et al., 2015). 

Prema najnovijim filogenetskim analizama, pored dobro poznate podele na G- i P-tip u 

okviru B. vulgaris subsp. arcuata, jasno se izdvaja i treća evolutivna linija – tipična B. vulgaris 

subsp. vulgaris (Slika 7). Ove tri linije razlikuju se morfološki, hemijski i genetički, i 

predstavljaju duboko divergentne genetske grupe unutar vrste (Lange et al., 2022). Autori stoga 

preporučuju tretiranje vrste kroz tri infrataksonsko ekvivalentne jedinice („vulgaris-tip”, „G-

tip” i „P-tip”), naglašavajući da B. vulgaris pokazuje izuzetno visok stepen unutrašnje 

varijabilnosti. U skladu s tim, predlaže se upotreba termina „Barbarea vulgaris kompleks“ 

(Lange et al., 2022; Rich, 1987), kao adekvatnog odraza njene složene evolutivne istorije. 

B. arcuata (Opiz ex J. & C. Presl) Reichenb. (sin. B. vulgaris subsp. arcuata (Opiz) 

Hayek) bila je obuhvaćena istraživanjem prisustva i raspodele mikotoksina u divljim 

krstašicama Centralne Rusije. Burkin i Kononenko (2022) analizirali su prisustvo mikotoksina 

u 12 vrsta Brassicaceae i pokazali da se određeni toksini (alternariol, ciklopiazonska kiselina i 

ergot alkaloidi) javljaju sa visokom frekvencijom, dok su drugi detektovani znatno ređe. Kod 

B. arcuata zabeležene su razlike u raspodeli mikotoksina između vegetativnih i generativnih 

organa, ali nije utvrđena jasna sezonska dinamika njihove akumulacije. Ovaj nalaz ukazuje na 
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stabilnost prisustva mikotoksina u vremenu kod B. arcuata, ali ne omogućava generalizaciju o 

odsustvu intraspecijske varijabilnosti za B. vulgaris u celini. 

 

Slika 7. Filogenetski odnosi vrsta roda Barbarea (B. australis, B. gray, B. verna, B. intermedia, 

B. orthoceras, B. stricta, B. vulgaris ssp. arcuata (P-tip), B. vulgaris ssp. arcuata (G-tip) i B. 

vulgaris ssp. vulgaris) i intraspecijska struktura B. vulgaris. Otpornost prema herbivorima 

označava saponinima posredovanu rezistentnost na specijalizovane herbivore. Prikazan je 

preovlađujući tip saponina (oleanski ili lupanski) i dominantni tip glukozinolata – S-oblik 

(glukobarbarin) ili R-oblik (epiglukobarbarin).  

Preuzeto i adaptirano iz Lange et al. (2022) uz dozvolu izdavača Elsevier. 

Pored morfoloških (Agerbirk et al., 2003; Byrne et al., 2017; Kuzina et al., 2009), 

hemijskih odnosno hemotipskih (Van Leur et al., 2001; Van Leur et al., 2006) i genotipskih 

razlika (Hauser et al., 2021; Van Leur et al., 2008), sve više podataka ukazuje da divergencija 

između G- i P-tipa obuhvata i ekološku dimenziju. Heimes i saradnici (2016) pokazali su da 

G-tip, za razliku od P-tipa, pretežno nastanjuje suvlja, manje produktivna i alkalnija staništa, 

što ukazuje na jasnu razliku u stanišnim preferencijama hemotipova. Rezultati recipročnog 

transplantacionog ogleda dodatno su potvrdili da biljke oba tipa ostvaruju značajno veću 

biomasu tokom prve vegetacione godine kada rastu na staništima „vlastitog“ hemotipa, u 
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poređenju sa staništima drugog hemotipa, što predstavlja direktan pokazatelj lokalne 

adaptacije. Ovi rezultati jasno sugerišu da su se G- i P-tipovi divergirali u određenoj meri u 

pravcu ekotipske diferencijacije, pri čemu se adaptacija na različite mikroekološke uslove 

nadovezuje na već dobro dokumentovane razlike u trihomima, saponinima, glukozinolatima i 

genetičkim markerima. U skladu s tim, divergencija unutar vrste B. vulgaris posmatra se danas 

kao višeslojni proces koji obuhvata međusobno povezane fenotipske, biohemijske, genetske i 

ekološke aspekte. 

2.1.4.4. Odbrambeni metaboliti i interakcije sa herbivorima i patogenima kod vrste 

B. vulgaris 

Vrste roda Barbarea, uključujući B. vulgaris i B. verna, odlikuju se složenim i 

višeslojnim odbrambenim fenotipovima. Među najistaknutijim karakteristikama izdvajaju se 

rezistentnost prema larvama Ph. nemorum, specifična interakcija sa dijamantskim moljcem 

(Plutella xylostella) – koju odlikuje privlačenje odraslih jedinki za ovipoziciju uz istovremenu 

nemogućnost razvoja njihovih larvi – zatim otpornost prema oomiceti Albugo candida, kao i 

dobra podnošljivost niskih temperatura (Agerbirk et al., 2003; Huang et al., 1994; Van Leur et 

al., 2008). Ovakvi odbrambeni obrasci čine rod Barbarea modelom od posebne vrednosti za 

proučavanje interakcija biljka–herbivor i biljka–patogen. 

U okviru vrste B. vulgaris sposobnost odbrane dodatno je oblikovana izraženom 

hemijskom i genetičkom diferencijacijom njenih hemotipova. Hemotipske razlike u sastavu i 

koncentraciji dominantnih glukozinolata, kao i u strukturi njihovih degradacionih proizvoda, 

direktno utiču na to kako različiti herbivori i patogeni prepoznaju i eksploatišu biljku. 

Razumevanje funkcionalne uloge ovih sekundarnih metabolita stoga predstavlja ključni korak 

u tumačenju adaptivne vrednosti hemijske raznovrsnosti unutar vrste. U nastavku je dat pregled 

glavnih odbrambenih metabolita B. vulgaris i načina na koje oni učestvuju u ekološkim 

interakcijama koje oblikuju dinamiku prirodnih populacija ove vrste. 

Glukozinolatno-mirozinazni sistem i hemotipske razlike 

Odbrambeni metaboliti vrste B. vulgaris čine jedan od najistaknutijih primera hemijske 

evolucije u porodici Brassicaceae. Kao i druge krstašice, B. vulgaris poseduje razvijen 

glukozinolat-mirozinaza odbrambeni mehanizam, tzv. mustard-oil bomb, koji se aktivira pri 

oštećenju biljnog tkiva i pokreće niz hemijskih reakcija sa snažnim biološkim efektima (Ratzka 

et al., 2002; Wittstock et al., 2003). Hidroliza glukozinolata pod dejstvom mirozinaze dovodi 
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do nastanka izotiocijanata, nitrila, epitionitrila, tiocijanata i drugih reaktivnih jedinjenja, čija 

se priroda i toksičnost određuju strukturom glukozinolata i prisustvom proteina koji 

usmeravaju tok razgradnje (ESP3, NSP4 i TFP5). Ove molekule karakterišu snažna 

antimikrobna i antinutritivna svojstva, zbog čega imaju ključnu ulogu u hemijskoj odbrani 

biljke, ali i u oblikovanju njenih ekoloških interakcija. Dosadašnja istraživanja pokazuju da 

izotiocijanati ispoljavaju izrazitu toksičnost prema različitim biljojedima, puževima, 

fitopatogenim gljivama, nematodama, kao i prema pojedinim biljkama (Kerfoot et al., 1998; 

Potter et al., 1999; Serra et al., 2002; Tierens et al., 2001; Wittstock et al., 2003; Yamane et al., 

1992).  

Vrsta B. vulgaris naročito se izdvaja izraženim hemijskim polimorfizmom, koji se 

ogleda u postojanju više hemotipova različitog glukozinolatnog sastava i različitih 

odbrambenih fenotipova. Hemotipovi G- i P-tip razlikuju se po stereohemiji hidroksilacije 

fenetilglukozinolata, što utiče na prirodu i biološku aktivnost nastalih produkata razgradnje. 

Na primer, G-tip i BAR-tip, koji proizvode visoke koncentracije (2S)-glukobarbarina, 

karakteriše formiranje 2-hidroksi-2-feniletil izotiocijanata, koji zbog prisutne hidroksi-grupe 

spontano prelazi u ciklički derivat – 5-fenil-1,3-oksazolidin-2-tion, poznat kao barbarin. 

Barbarin ne dostiže tipičnu akutnu toksičnost izotiocijanata, ali je u pojedinim istraživanjima 

pokazano da može doprineti odbrani biljke, na primer od kupusne kile koju izaziva 

Plasmodiophora brassicae i od polifagnih štetočina kao što je M. brassicae, gde je uočeno 

usporavanje razvoja larvi i povećan mortalitet (Fenwick et al., 1983; Kjær & Gmelin, 1957; 

Ludwig-Müller et al., 1999; Van Leur et al., 2006; Van Leur et al., 2008). Oksazolidin-2-tioni, 

uključujući barbarin, svrstavaju se među jedinjenja sa potencijalnim antinutritivnim dejstvom, 

ali njihova precizna ekološka uloga u biljkama i dalje ostaje delimično razjašnjena. 

Sa druge strane, pojedini herbivorni insekti specijalisti, poput Pieris rapae, Ph. 

nemorum i Delia radicum, evolutivno su razvili visoku toleranciju prema izotiocijanatima. Kod 

ovih vrsta glukozinolati ne deluju prvenstveno kao toksini, već kao signalni molekuli koji 

stimulišu prepoznavanje domaćina, hranjenje ili polaganje jaja (Chew, 1988; Nielsen, 1997c; 

Städler et al., 2002). NAS-tip, u kome dominira glukonasturtiin, hidrolizom proizvodi 2-

feniletil izotiocijanat – jedinjenje snažne toksičnosti prema širokom spektru biljojeda, puževa, 

fitopatogenih gljiva i nematoda (Kerfoot et al., 1998; Potter et al., 1999; Serra et al., 2002; 

 
3 eng. epithiospecifier protein. 
4 eng. thiocyanate-forming protein. 
5 eng. thiocyanate-forming protein. 
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Tierens et al., 2001; Wittstock et al., 2003; Yamane et al., 1992). Iako bi ovakav hemijski profil 

trebalo da predstavlja snažnu odbrambenu barijeru, vrste roda Pieris uspele su da ga zaobiđu 

zahvaljujući NSP proteinu, enzimu koji preusmerava razgradnju glukozinolata ka formiranju 

manje toksičnih nitrila (Chew, 1988; Nielsen, 1997; Städler et al., 2002). Ova prilagođenost 

predstavlja jasan primer koevolucije između biljaka i njihovih specijalizovanih antagonista. 

Ekološka dinamika odbrane naročito se upečatljivo ispoljava u odnosu prema 

dijamantskom moljcu (P. xylostella). Iako odrasli moljci redovno polažu jaja na B. vulgaris, 

larve se na ovoj biljci ne mogu uspešno razvijati – fenomen poznat kao dead-end trap crop. 

Ovaj mehanizam povezan je sa specifičnim glukozinolatnim profilom i produktima razgradnje, 

te predstavlja dvostruku strategiju: biljka privlači herbivora radi ovipozicije, ali istovremeno 

onemogućava razvoj larvi (Reyes et al., 2024).  

Uloga saponina u odbrani i hemotip-specifična otpornost 

Rod Barbarea je jedini poznati rod u porodici Brassicaceae u čijim se vrstama 

identifikuju triterpenski saponini kao deo odbrambenog metabolizma biljke (više o hemiji i 

strukturi u odeljku 2.2.4). Ova pojava dovodi se u vezu sa evolucijom specijalizovanih 

glukozil-transferaza (posebno članova UGT73C podfamilije), koje su kod B. vulgaris stekle 

novu supstratnu specifičnost usled duplikacije gena (Augustin et al., 2011; Byrne et al., 2017). 

Smatra se da je biosinteza saponina u ovom rodu evoluirala nakon uspostavljanja glukozinolata 

kao primarne linije hemijske odbrane u Brassicaceae, kao dodatni zaštitni sloj koji doprinosi 

otpornosti biljke prema biljojedima i patogenima (Byrne et al., 2017). 

Specifični triterpenski saponini B. vulgaris pokazuju izrazitu funkcionalnu povezanost 

sa interakcijama biljke i specijalizovanih herbivora. Jedan od prvih eksperimentalno 

potvrđenih efekata zabeležen je upravo u odnosu prema dijamantskom moljcu (P. xylostella). 

Ovaj insekt koristi glukozinolate i njihove produkte razgradnje kao ključne signalne molekule 

za prepoznavanje domaćina, pa odrasle jedinke redovno polažu jaja na predstavnike porodice 

Brassicaceae. Ipak, B. vulgaris predstavlja izuzetak: iako je atraktivna za ovipoziciju, larve na 

ovoj biljci ne mogu da se razviju, što je klasičan primer prethodno opisanog dead-end trap crop 

fenomena (Shinoda et al., 2002; Badenes-Pérez et al., 2014; Reyes et al., 2024). Iz listova B. 

vulgaris izolovan je triterpenski saponin 3-O-[O-β-D-glukopiranozil-(1→4)-β-D-

glukopiranozil]-hederagenin kao ključno feeding deterrent jedinjenje koje sprečava larve P. 

xylostella da se hrane biljnim tkivom (Serizawa et al., 2001; Shinoda et al., 2002). Ovo 

jedinjenje predstavlja prvi opisani oleananski saponin sa ovakvim dejstvom u porodici 
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Brassicaceae, ali i prvi metabolit ove porodice sa jasno potvrđenom feeding-deterrent ulogom 

prema P. xylostella. 

Dalja istraživanja pokazala su da razlike između G- i P-tipa B. vulgaris značajno utiču 

na njihovu otpornost prema P. xylostella i Ph. nemorum. Iz listova G-tipa izolovan je 

triterpenski saponin 3-O-β-celobiozil-oleanolna kiselina, čija se koncentracija tokom 

vegetacione sezone smanjuje od leta ka kasnoj jeseni, prateći pad rezistentnosti na 

dijamantskog moljca (Agerbirk et al., 2003; Nielsen et al., 2010). Ekstrakti listova G-tipa 

značajno inhibiraju rast larvi P. xylostella, dok P-tip ne proizvodi iste saponine u dovoljnoj 

meri i samim tim pokazuje slabiju rezistentnost (Kuzina et al., 2009). Slično tome, G-tip 

ispoljava visoku otpornost prema Ph. nemorum, dok je P-tip generalno osetljiv, što dodatno 

potvrđuje centralnu ulogu saponina u odbrani prema ovim specijalizovanim štetočinama 

(Agerbirk et al., 2001; Agerbirk et al., 2003; Shinoda et al., 2002). 

Geografska ispitivanja pokazala su da se različiti genotipovi B. vulgaris razlikuju i po 

rezistentnosti i po saponinskom profilu. Populacije koje rastu u Češkoj, Poljskoj i delovima 

Finske (Ruta, Jyvä 3–skraćenice za populacije koje rastu u oblastima Rutalahti i 

Jyväskyla/Lievestuore u Finskoj) odlikuju se visokom otpornošću i niskim preživljavanjem 

larvi, dok populacije iz Rusije, Estonije i oblasti Leiv u Finskoj pokazuju veći procenat 

preživljavanja larvi Ph. nemorum i P. xylostella (Christensen et al., 2014; Kuzina et al., 2011). 

U otpornim populacijama dominiraju saponini oleanskog tipa, poput celobiozida hederagenina, 

gipsogenina i 4-epihederagenina, dok u osetljivijim populacijama ti saponini izostaju ili se 

javljaju u znatno nižim koncentracijama. Na osnovu toga zaključuje se da prisustvo i 

koncentracija ovih saponina predstavljaju jedan od ključnih determinanti otpornosti B. vulgaris 

na specijalizovane štetočine (Kuzina et al., 2009; Nielsen et al., 2010a,b).  

Na nivou odnosa strukture i funkcije, od posebnog je značaja činjenica da modifikacije 

u aglikonskom skeletu i broj, tip i raspored šećernih ostataka snažno utiču na biološku aktivnost 

saponina. Uopšteno, monoglikozidni saponini pokazuju veću biološku aktivnost od 

diglikozidnih analoga, dok su kod glikozida hederagenina zabeleženi primeri da derivati sa tri 

šećerne jedinice ispoljavaju izraženije moluskocidno dejstvo od analognih jedinjenja sa jednim 

šećernim ostatkom (Parkhurst et al., 1974; Schenkel et al., 1991; Favel et al., 1994; Lee et al., 

2001; Sparg et al., 2004; Kuzina et al., 2009). Ovi nalazi uklapaju se u širu sliku prema kojoj 

su saponini u B. vulgaris “druga linija odbrane”, koja deluje uz glukozinolatni sistem i dodatno 
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ograničava preživljavanje i ishranu specijalizovanih biljojeda (Feeny, 1977; Shinoda et al., 

2002; Badenes-Pérez et al., 2014).  

Hemotip-specifične razlike u odbrani dodatno su potvrđene i u interakcijama sa Ph. 

nemorum i patogenima. Prema Agerbirku i saradnicima (2003), G-tip ispoljava potpunu 

otpornost prema tzv. ST-liniji6 ovog biljojeda, dok je P-tip u potpunosti osetljiv, što se dovodi 

u vezu sa prisustvom triterpenskih saponina karakterističnih za G-tip i odsutnih ili potisnutih u 

P-tipu. P-tip, iako generalno osetljiviji prema većini herbivora, ispoljava značajno veću 

otpornost prema patogenu bele rđe (A. candida), u poređenju sa G-tipom (Christensen et al., 

2014; Hauser et al., 2021). Nalaz da P-tip uspešno odoleva infekciji Albugo spp., dok G-tip 

podleže uprkos višim koncentracijama visokoaktivnih saponina, jasno pokazuje da je otpornost 

prema patogenima rezultat kompleksne interakcije više odbrambenih puteva. Shodno tome, 

uloga saponina mora se tumačiti u okviru šire, multikomponentne hemijske odbrane, a ne kao 

jedini faktor zaštite.  

Dodatne biotske interakcije i hemijska specijalizacija 

Dodatne razlike u interakcijama biljojeda sa hemotipovima NAS- i BAR-tipa 

dokumentovali su Van Leur i saradnici (2008). Polifagni biljojed M. brassicae pokazao je 

100% preživljavanje na NAS-tipu, dok je na BAR-tipu razvoj larvi bio značajno usporen i 

praćen povećanim mortalitetom. Nasuprot tome, specijalista Pieris rapae nije pokazala razliku 

između hemotipova, što ukazuje na visok stepen adaptacije specijalizovanih biljojeda na 

glukozinolate B. vulgaris.  

Iako se BAR- i NAS-tipovi razlikuju po dominantnim glukozinolatima u nadzemnim 

organima, oba hemotipa u korenu sadrže glukonasturtiin, čija je uloga povezana sa osnovnim 

odbrambenim mehanizmima u podzemnim organima (Agerbirk et al., 2003; Van Dam et al., 

2004; Van Leur et al., 2006; Kirkegaard & Sarwar, 1998). 

Intraspecijska hemijska diferencijacija dodatno je naglašena prisustvom 1,4-

dimetoksiglukobrasicina, izolovanog iz korena B. vulgaris ssp. arcuata, kao i njegovog 

verovatnog biosintetičkog prekursora, tenualeksina (2-(1,4-dimetoksi-1H-indol-3-

il)acetonitril) (Pedras et al., 2014). Ovaj glukozinolat karakterističan je isključivo za P-tip B. 

vulgaris var. arcuata i nije pronađen u drugim vrstama roda Barbarea, niti u vrstama rodova 

 
6 Genotipovi Phyllotreta nemorum tolerantni na saponine (eng. saponin-tolerant line). 



29 
 

A. i Brassica (Agerbirk et al., 2001; Agerbirk et al., 2003), što predstavlja snažan primer 

specijalizacije i evolutivnog divergiranja unutar vrste. 

Sveukupno, glukozinolati vrste B. vulgaris nisu samo hemijski odbrambeni mehanizam 

već i centralna tačka kontakta između biljke i organizama u njenom okruženju. Na taj način 

glukozinolati u velikoj meri određuju tokove energije između trofičkih nivoa, obrasce 

ponašanja herbivora, otpornost prema patogenima i dugoročne evolutivne putanje prirodnih 

populacija. 

Konačno, više studija potvrdilo je da se B. vulgaris, naročito pojedini genotipovi, može 

posmatrati kao obećavajuća dead-end trap crop vrsta za suzbijanje P. xylostella u 

agroekosistemima (Badenes-Pérez et al., 2014; Newman et al., 2016). Odrasle jedinke privlače 

glukozinolati, ali larve ne mogu da prežive zbog saponinskog sastava u listu, što otvara 

mogućnost praktične primene ovih saznanja u integrisanoj zaštiti bilja. 

2.1.4.5. Značaj hemotipske varijabilnosti i istraživanja populacija sa Balkana 

Uzimajući u obzir sve navedeno, hemotipske, morfološke (fenotipske), genotipske i, na 

posletku, ekotipske razlike čine ovu vrstu složenom na više nivoa, pri čemu su svi njeni „tipovi“ 

uzročno-posledično povezani. Definisanjem osobenosti pojedinačnih tipova uočava se njihova 

međuzavisnost i preplitanje sa karakteristikama drugih, različito definisanih tipova. Pregled 

dosadašnje literature ukazuje na nedostatak sličnih podataka za populacije B. vulgaris koje 

rastu na Balkanskom poluostrvu. Stoga je precizno i jasno određivanje „tipa“ koji raste u Srbiji 

postavljeno kao jedan od važnijih ciljeva ove doktorske disertacije. 

2.2. SEKUNDARNI METABOLITI BILJNE VRSTE Barbarea vulgaris 

 Detaljnim pregledom dostupne naučne literature putem baza SciFinder Scholar i 

Google Scholar utvrđeno je da je u proteklim decenijama vrsta B. vulgaris bila predmet brojnih 

fitohemijskih i povezanih istraživanja (pristupljeno 25.8.2025.). Rezultati ovih istraživanja 

ukazuju na prisustvo velikog broja specifičnih sekundarnih metabolita, pre svega glukozinolata 

i njihovih produkata razgradnje, kao i drugih strukturno i biosintetski različitih jedinjenja 

(Agerbirk et al., 2001; Agerbirk et al., 2003; Agerbirk et al., 2011; Agerbirk et al., 2015; 

Agerbirk et al., 2018; Agerbirk et al., 2021; Van Leur et al., 2008; Van Leur et al., 2011; Dalby-

Brown et al., 2011; Kuzina et al., 2011; Pedras et al., 2015a; Pedras et al., 2015b; Pedras et al., 

2017; Pedras et al., 2018; Senatore et al., 2000). 
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U skladu sa pripadnošću familiji Brassicaceae, fitohemijski profil B. vulgaris 

dominantno čine glukozinolati i njihovi produkti razgradnje, najčešće izotiocijanati, nitrili i 

oksazolidin-2-tioni. Pored glukozinolata, u ovoj vrsti su opisani i saponini, različiti flavonoidni 

glikozidi, kao i posebno istaknuti fitoaleksini – nasturleksini. Ovi sekundarni metaboliti se 

razlikuju po hemijskoj strukturi, raspodeli u tkivima i organima biljke, kao i po biološkim 

funkcijama, uključujući ulogu u odbrani od herbivora, patogena i drugih abiotičkih i biotičkih 

stresova, što B. vulgaris čini pogodnim model-sistemom za proučavanje odnosa između 

hemijske zaštite biljaka i ekoloških interakcija. 

2.2.1. Glukozinolati  

Među najznačajnijim i najzastupljenijim sekundarnim metabolitima u porodici 

Brassicaceae nalaze se glukozinolati (GSL) – jedinjenja koja sadrže sumpor i imaju ključnu 

ulogu u odbrani biljaka, ali i u unapređenju ljudskog zdravlja (Van Leur et al., 2008; Kopjar et 

al., 2012). Glukozinolati su sekundarni metaboliti karakteristični za krstašice, čija je biološka 

aktivnost tokom poslednjih decenija privukla značajnu naučnu pažnju. Predstavljaju strukturno 

veoma raznovrsnu grupu jedinjenja koja značajno doprinose ukupnoj odbrambenoj sposobnosti 

biljaka (Fahey et al., 2001; Agrawal & Kurashige, 2003). Ovi metaboliti mogu odvratiti 

herbivore od hranjenja biljkom koja ih sadrži, inhibirati rast mikroorganizama i doprineti 

toleranciji biljnog tkiva na patogene, dok kod ljudi imaju važne biološke efekte, među kojima 

se posebno ističe antikancerogeno dejstvo (Fahey et al., 2001; Kopjar et al., 2012; Agrawal & 

Kurashige, 2003). Izotiocijanati su naročito bioaktivni, pa mogu delovati čak i na 

specijalizovane insekte, omogućavajući biljkama koje ih proizvode značajnu ekološku 

prednost, dok su nitrili i tiocijanati nešto manje toksični za insekte (Van Leur et al., 2008). 

Osnovnu strukturu glukozinolata čini β-tioglukozid-N-hidroksi-sulfat. Poznati su i kao 

(Z)-N-hidroksiiminosulfatni estri, sa bočnim R-ostatkom i D-glukopiranoznim prstenom 

povezanim sa aglikonom preko tioglukozidne veze (S-veze) (Slika 8). Međusobne razlike 

među glukozinolatima uglavnom potiču od strukture bočnog R-ostatka, koji biosintetski potiče 

iz različitih aminokiselina (Mithen, 2001; Van Leur et al., 2006). Do danas je opisano više od 

200 glukozinolata (Dekić, 2011; Bennett et al., 2004; Bellostas et al., 2007; Clarke, 2010). 

Tipični predstavnici prikazani su na Slici 8. 

Glukozinolati se najčešće razvrstavaju prema aminokiselini iz koje potiče njihov bočni 

lanac ili prema tipu strukturnih modifikacija R-grupe. Tako, glukozinolati nastali iz alanina, 

leucina, izoleucina, metionina ili valina pripadaju grupi alifatičnih glukozinolata; jedinjenja 
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izvedena iz fenilalanina ili tirozina svrstavaju se u aromatične, dok se oni koji potiču iz 

triptofana nazivaju indolskim glukozinolatima. Kod većine glukozinolata bočni lanac prolazi 

kroz dodatne strukturne modifikacije, pri čemu metionin predstavlja posebno značajan 

prekursor zbog velikog broja mogućih metaboličkih transformacija. Ove modifikacije 

obuhvataju produžavanje R-grupe metilenskim jedinicama (homologaciju), hidroksilaciju, O-

metilovanje, uvođenje dvostrukih veza, glikozilovanje i/ili acilovanje (Dekić, 2011). 

Kada se biljno tkivo bogato glukozinolatima mehanički ošteti, dolazi do njihove 

hidrolize katalizovane enzimom mirozinazom (β-tioglukozid glukohidrolaza, TGG, EC 

3.2.1.147), pri čemu nastaje širok spektar toksičnih, biološki aktivnih i hemijski reaktivnih 

proizvoda razgradnje – najčešće izotiocijanati, nitrili i tiocijanati, ali i drugi derivati (Van Leur 

et al., 2008; Agerbirk et al., 2018; Wittstock et al., 2016) (Slika 9). Tokom poslednjih decenija 

identifikovan je veći broj dodatnih proteina koji usmeravaju razgradnju glukozinolata ka 

različitim klasama produkata. Među najznačajnijima su tzv. specifični biomolekuli koji 

određuju tip nastalog produkta: ESP, NSP i TFP-ptoteini. Ovi proteini usmeravaju nestabilni 

aglikon, nastao delovanjem mirozinaze, ka formiranju izotiocijanata, nitrila, epitionitrila ili 

tiocijanata. Paralelno su opisani i složeni, tkivno i ćelijski specifični obrasci lokalizacije 

glukozinolata, mirozinaza i navedenih proteina, što ukazuje na znatno veću složenost ovog 

sistema nego što se ranije pretpostavljalo (Agerbirk et al., 2018; Pastorczyk & Bednarek, 2016; 

Wittstock et al., 2016a,b; Montaut & Bleeker, 2010; Agerbirk & Olsen, 2012; Frisch et al., 

2015; Pedras et al., 2016; Klein & Sattely, 2017; Kissen & Bones, 2009; Barth & Jander, 2006).  

Kompartmentalizacija glukozinolata i mirozinaza je složena. U klasičnom modelu, 

glukozinolati se skladište u tzv. S-ćelijama, dok su mirozinaze lokalizovane u mirozin-ćelijama 

(idioblastima), pri čemu su ovi tipovi ćelija najčešće susedni, ali međusobno odvojeni (Barth 

& Jander, 2006; Koroleva et al., 2000; Husebye et al., 2002; Thangstad et al., 2004). Međutim, 

novija istraživanja pokazuju da glukozinolati i mirozinaze mogu biti razdvojeni i na nivou 

subćelijskih kompartmenta, kao i da u pojedinim tkivima i razvojnim fazama dolazi do njihove 

ko-lokalizacije u istim ćelijama u zavisnosti od tkiva i razvojnog stadijuma, što dodatno 

ukazuje na složenost organizacije ovog sistema (Chhajed et al., 2019; Hunziker et al., 2019). 
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Slika 8. Tipični predstavnici glukozinolata razvrstani prema biosintetskom poreklu, tj. 

aminokiselinama iz kojih se izvode (Agerbirk & Olsen, 2012). Opštu formulu glukozinolata i 

strukturu GSc grupe videti na Slici 10. 
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Naročito specifično za B. vulgaris jeste intraspecijska varijabilnost u pogledu GSL profila. Ova 

vrsta pokazuje jasne hemotipove koji se razlikuju prema tipu i količini sintetisanih GSL, što 

utiče na njihove ekološke interakcije, posebno na otpornost prema herbivorima (Van Leur et 

al., 2006). Zbog ovih osobina, B. vulgaris predstavlja značajan ekološki i biohemijski model 

za proučavanje varijacija glukozinolata unutar porodice Brassicaceae (Halkier, 2006). 

Slika 9. Degradacija glukozinolata i produkti njihove razgradnje (Dekić, 2011). 

2.2.1.1. Glukozinolati i njihovi degradacioni proizvodi u vrsti B. vulgaris 

Glukozinolati predstavljaju najznačajniju i najtemeljnije proučavanu grupu 

sekundarnih metabolita u vrsti B. vulgaris, a istovremeno i jedan od najsuptilnijih primera 

hemijske diversifikacije unutar porodice Brassicaceae. Dosadašnja fitohemijska istraživanja B. 

vulgaris otkrila su izrazito bogat i divergentan glukozinolatni profil, pri čemu su 
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najzastupljeniji derivati aromatičnog i indolskog porekla. Za razliku od mnogih drugih 

predstavnika porodice Brassicaceae, kod kojih dominiraju glukozinolati alifatičnog porekla 

(npr. kod A. thaliana), u rodu Barbarea preovlađuju glukozinolati izvedeni iz aromatičnih i 

indolskih prekursora, pre svega fenilalanina, homofenilalanina i triptofana (Agerbirk et al., 

2003; Byrne et al., 2017; Khakimov et al., 2015). Sažetak do sada identifikovanih glukozinolata 

u nadzemnim i podzemnim organima vrste B. vulgaris prikazan je na Slici 10 i Slici 11 

(Agerbirk et al., 2003; Agerbirk et al., 2011Gusinac et al., 2025). 

 

 

Slika 10. Glukozinolati izvedeni iz homofenilalanina identifikovani u B. vulgaris (Gusinac et 

al., 2025). 

 

 

Slika 11. Indolski glukozinolati identifikovani u B. vulgaris (Gusinac et al., 2025). 
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Jedan od najzanimljivijih aspekata hemijske raznovrsnosti glukozinolata u B. vulgaris 

jeste postojanje dva jasno razdvojena hemotipa – G- i P-tipa. Ovi hemotipovi razlikuju se u 

stereohemiji 2-hidroksilacije zajedničkog fenetilglukozinolatnog skeleta, što dovodi do 

formiranja epimernih oblika glukobarbarina: G-tip biosintetiše pretežno glukobarbarin (2S-

epimer) (2), dok je za P-tip karakteristična sinteza epiglukobarbarina (2R-epimer) (3), često 

praćena dodatnim hidroksilovanim derivatima. Ove stereohemijske razlike dalje uslovljavaju 

stvaranje različitih produkata razgradnje glukozinolata, uključujući specifične izotiocijanate, 

nitrile i oksazolidin-2-tione, koji imaju istaknute ekološke funkcije. Divergentnost 

glukozinolata između G- i P-tipa, kako na strukturnom tako i na biosintetskom nivou, smatra 

se ključnim faktorom koji oblikuje interakcije B. vulgaris sa herbivorima, patogenima i drugim 

komponentama ekosistema. 

Pored ovog stereohemijskog polimorfizma, unutar vrste je prisutan i drugi nivo 

hemijske diferencijacije, oličen u tzv. BAR- i NAS-tipu. Ovi hemotipovi ne razlikuju se po 

prisutnosti različitih glukozinolata, već po njihovoj relativnoj raspodeli u biljnim organima. 

BAR-tip karakteriše izrazito visoka zastupljenost glukobarbarina u nadzemnim organima, dok 

NAS-tip dominira glukonasturtiinom, koji u listovima može činiti i više od 80% ukupnog 

glukozinolatnog profila (Van Leur et al., 2006). Kvantitativne analize pokazale su da NAS-tip 

sadrži glukonasturtiin u udelu od približno 62% u korenu i 81% u nadzemnim organima, dok 

BAR-tip karakteriše glukobarbarin sa oko 94% u nadzemnim delovima i oko 38% u korenu, 

uz relativno visok sadržaj neoglukobrassicina u korenu BAR-tipa (Van Leur et al., 2006). Iako 

BAR- i NAS-tip poseduju kvalitativno identičan skup glukozinolata, kvantitativna raspodela 

među organima biljke utiče na različite fiziološke i biohemijske odgovore, kao i na metabolite 

nastale u procesu razgradnje. Najrasprostranjeniji i najučestaliji BAR-tip sintetiše pretežno 

glukobarbarin ((2S)-hidroksi-2-feniletilglukozinolat) (2), dok ređi NAS-tip preovlađujuće 

sadrži glukonasturtiin (2-feniletil glukozinolat) (1) (Slika 12).  

Hidrolizom 2-feniletil glukozinolata (glukonasturtiina) (1) nastaju odgovarajući 

izotiocijanati, dok 2-hidroksilovani oblici, poput glukobarbarina (2) u BAR-tipu, spontano 

prelaze u stabilne oksazolidin-2-tion derivate i njihove analoge kao glavne degradacione 

produkte (Van Leur et al., 2006).  

Pored fenetil-derivata, u B. vulgaris su identifikovani i brojni indolski glukozinolati. 

Jedan od najintrigantnijih je 1,4-dimetoksiglukobrassicin (14), izolovan iz korena P-tipa B. 

vulgaris (Agerbirk et al., 2001). Ovaj metabolit, zajedno sa glukobrasicinom (11), 1-
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metoksiglukobrasicinom i 4-metoksiglukobrasicinom (12), nije identifikovan ni u jednoj 

drugoj vrsti roda Barbarea, niti u biljkama rodova A. i Brassica (Agerbirk et al., 2001; 2003). 

Prisustvo ovako retkog indolskog glukozinolata ukazuje na visoku biosintetsku specijalizaciju 

određenih hemotipova i značajnu fleksibilnost metaboličkih puteva u okviru vrste. 

Degradacioni proizvodi glukozinolata identifikovani u vrsti B. vulgaris prikazani su na Slici 

13. 

 

Slika 12. Rasprostranjenost glukozinolata u različitim delovima biljke između dva hemotipa u 

NAS- i BAR-tipovima: glukonasturtiin (1), glukobarbarin (2), epiglukobarbarin (3), 

glukobrasicin (11), 4-metoksiglukobrasicin (12) i neoglukobrassicin (13). 

Preuzeto i adaptirano iz Van Leur et al. (2006), uz dozvolu izdavača Elsevier. 

Dodatna istraživanja pokazala su da se glukozinolati, iako kvalitativno identični među 

hemotipovima, raspodeljuju u različitom odnosu između korena, stabla, listova i semena. Na 

primer, u semenu više evropskih populacija najrasprostranjeniji glukozinolat bio je 2S-

glukobarbarin (Andersson et al., 1999), dok je u korenu često prisutna visoka koncentracija 

neoglukobrasicina (Agerbirk et al., 2003). U skladu sa ovim nalazima, Windsor i saradnici 

(2005) potvrđuju da B. vulgaris ne proizvodi alifatične glukozinolate karakteristične za mnoge 

druge kupusnjače, čime se jasno diferencira u okviru porodice po svom hemijskom „potpisu“.  



37 
 

 

 

 

Slika 13. (nastavak na sledećoj strani)  
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Slika 13. Degradacioni proizvodi glukozinolata identifikovani u vrsti B. vulgaris; *- hiralni 

centar, BABG – vrsta enzima mirozinaze (Agerbirk & Olsen, 2015; Cardenas et al., 2023).  

Hemijska raznovrsnost glukozinolata u B. vulgaris dopunjena je i otkrićem novih 

struktura u novijim analizama. Primena savremenih niskoskalnih metoda ekstrakcije dovela je 

do otkrića ranije nepoznatog glukozinolata – 8-(metilsulfanil)oktil glukozinolata – što ukazuje 

da fitohemijska diversifikacija vrste još uvek nije u potpunosti sagledana (Brèard et al., 2022). 

Razlike u glukozinolatnim profilima reflektuju se i na geografskoj skali. Dok su u 

danskim populacijama jasno diferencirani G- i P-tipovi, populacije sa Kavkaza odstupaju od 

ovog obrasca, a slovenačke populacije sadrže jedinke koje ne sintetišu glukobarbarin, ali 

akumuliraju visoke koncentracije glukonasturtiina (Van Leur et al., 2006; Christensen et al., 

2014). Ovakva lokalna specifičnost ukazuje da glukozinolati predstavljaju dinamičan i 

evolutivno osetljiv deo metaboloma, koji funkcioniše kao odraz istorijskih i savremenih 

selekcionih pritisaka u prirodnim populacijama.  

U celini posmatrano, glukozinolati B. vulgaris predstavljaju izrazito kompleksan 

hemijski sistem u kome se biosintetska raznovrsnost prepliće sa organ-specifičnom 

akumulacijom, stereohemijskim razlikama i geografskim varijacijama. Takva složenost čini 

ovu vrstu izuzetno pogodnim modelom za proučavanje evolucije glukozinolata i procesa 

hemijskog divergiranja u prirodnim populacijama.  

2.2.2. Flavonoidni glikozidi vrste B. vulgaris 

Pored glukozinolata, značajnu grupu sekundarnih metabolita vrste B. vulgaris čine i 

flavonoidni glikozidi. Ova široko rasprostranjena klasa fenolnih jedinjenja ima ključne uloge 

u fiziologiji biljaka, uključujući zaštitu od UV zračenja, modulaciju oksidativnog stresa, 

interakcije sa mikroorganizmima i herbivorima, kao i regulaciju rasta i razvoja. U vrsti B. 

vulgaris identifikovan je niz specifičnih flavonoidnih glikozida, od kojih su najčešće 

zastupljeni derivati kvercetina, kempferola i izoramnetina. Strukturna raznovrsnost ovih 
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jedinjenja, uslovljena varijacijama u položaju i tipu šećernih ostataka, doprinosi složenosti 

ukupnog fitohemijskog profila ove vrste i predstavlja važan element njene biohemijske i 

ekološke adaptacije (Pedras & To, 2014; Bailey & Mansfield, 1982; Mansfield & Bailey, 1982; 

VanEtten et al., 1994).  

Prevencija kardiovaskularnih oboljenja i pojedinih oblika karcinoma predstavlja jedan 

od glavnih razloga intenzivnog ispitivanja biološke aktivnosti flavonoida, posebno onih 

jedinjenja za koja je potvrđeno da doprinose očuvanju zdravlja čoveka (Salah et al., 1995; 

Senatore et al., 2000). Flavonoidi poseduju niz bioloških aktivnosti, uključujući antialergijsku, 

antiinflamatornu, antioksidativnu, hepatoprotektivnu, antitrombocitnu, antikancerogenu, 

antivirulentnu i antimikrobnu aktivnost (Dragsted, 1993; Senatore et al., 2000). Pokazano je da 

ovi metaboliti mogu sprečiti nastanak katarakte, posebno kod osoba sa predispozicijom ka 

dijabetesu (Murray, 1994; Senatore et al., 2000). Takođe, pojedini flavonoidi ispoljavaju 

inhibitorno dejstvo prema enzimima uključenim u sintezu estrogena, čime se potencijalno 

smanjuje rizik od hormon-zavisnih maligniteta (Northrup, 1994; Senatore et al., 2000), kao i 

prema angiotenzin-konvertujućem enzimu (ACE), što utiče na regulaciju krvnog pritiska 

(Middleton & Kandaswami, 1996; Senatore et al., 2000). Pored preventivne zaštite 

kardiovaskularnog sistema, flavonoidi doprinose jačanju kapilara, važnih za transport 

kiseonika i nutrijenata u tkivima (Middleton & Kandaswami, 1996). 

Flavonoidi su polifenolna, visoko supstituisana i strukturno raznovrsna grupa 

jedinjenja, karakterisana osnovnim C6-C3-C6 skeletom aromatičnog bi- ili tricikličnog tipa. 

Osim njihove uloge u ljudskom zdravlju, flavonoidi imaju značajnu funkciju i u biljkama, gde 

učestvuju u adaptaciji na abiotičke stresove, interakcijama sa mikroorganizmima i herbivorima, 

te u signalnim procesima (Heribal & Renwick, 2001; Simmonds, 2003; Dalby-Brown et al., 

2011). Na osnovu strukturnih razlika, flavonoidi se dele na više klasa, među kojima su flavoni 

i flavonoli. Flavoni sadrže karbonilnu grupu na centralnom prstenu, dok flavonoli, u odnosu na 

flavone, poseduju dodatnu hidroksilnu grupu u položaju C-3 (Dalby-Brown et al., 2011). 

Prva sistematska ispitivanja flavonoidnog profila vrsta roda Barbarea započela su 

tokom druge polovine 20. veka. Najranija detaljna istraživanja datiraju iz 1969. godine, kada 

su Fursa i saradnici, pored kempferola i kvercetina, izolovali još tri flavonoida – izoramnetin 

(24), izoramnetin-3-β-D-glukopiranozid (25) i izoramnetin-3-β-D-glukopiranozil-6-β-D-

glukopiranozid (26) (Slika 14) (Fursa et al., 1969).  
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Slika 14. Strukture flavonoida izoramnetina (24), izoramnetin-3-β-D-glukopiranozida (25) i 

izoramnetin-3-β-D-glukopiranozil-6-β-D-glukopiranozida (26) izolovanih iz B. arcuata (Fursa 

et al., 1969). 

Senatore i saradnici (2000) su izolovali sedam različitih flavonoidnih glikozida iz vrste 

B. vulgaris (Slika 15), iz biljaka uzorkovanih na području Potence u južnoj Italiji. Izolovani 

flavonoidi definisani su kao hemotaksonomski markeri specifični za ovu biljnu vrstu, a ujedno 

su po prvi put identifikovani u ovoj vrsti. Identifikovani su sledeći flavonoidni glikozidi: 

kvercetin-3′-O-metil-3-O-β-D-glukopiranozil-[(1-6)-α-L-ramnopiranozid] (27), kvercetin-3-

O-β-D-glukopiranozil-7-O-α-L-ramnopiranozid (28), kaempferol-3-O-β-D-glukopiranozid 

(29), luteolin-3′-O-metil-6-C-β-D-glukopiranozid (30), luteolin-6-C-β-D-glukopiranozid (31) i 

kvercetin-3′-O-metil-7-O-α-L-ramnopiranozid (32) (Senatore et al., 2000). Jedinjenja 27, 28, 

29, i 32 predstavljaju mono- i diglikozide kvercetina i kempferola, koji se ubrajaju u flavonole, 

dok jedinjenja 30 i 31 predstavljaju derivate flavona luteolina (Senatore et al., 2001; Dalby-

Brown et al., 2011). 
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Jedinjenje R R1 R2 R3 

27 H О-rutinoza OCH3 OH 

28 H О-glukoza OH O-ramnoza 

29 H О-glukoza H OH 

30 glukoza H OCH3 OH 

31 glukoza H OH OH 

32 H OH OCH3 O-ramnoza 

Slika 15. Flavonoidni glikozidi izolovani iz vrste B. vulgaris (Senatore et al., 2000). 

Nekoliko godina kasnije identifikovano je ukupno 19 flavonoida iz G-tipa B. vulgaris, 

od kojih su četiri izolovana – jedinjenja 33 – 36 (Slika 16). Među njima su tetraglikozidi 

flavonola izolovani kao novi prirodni proizvodi – kempferol-3-O-(2,6-di-O-β-D-

glukopiranozil)-β-D-glukopiranozid-7-O-α-L-ramnopiranozid (33) i kvercetin-3-O-(2,6-di-O-

β-D-glukopiranozil)-β-D-glukopiranozid-7-O-α-L-ramnopiranozid (34) (Dalby-Brown et al., 

2011). Flavonoidni glikozidi 33 i 34 nisu nađeni u P-tipu ove vrste, dok je jedinjenje 33 

dominantno zastupljeno u G-tipu. Kempferol-3-O-(2,6-di-O-β-D-glukopiranozil)-β-D-

glukopiranozid-7-O-α-L-ramnopiranozid (35) takođe je identifikovan u listu vrste A. thaliana, 

kao najzastupljeniji flavonoidni glikozid. Sličnosti u flavonoidnim profilima potvrđuju 

filogenetsku srodnost ove dve biljne vrste (Slika 16) (Dalby-Brown et al., 2011; Kuzina et al., 

2011). 

Takođe, zabeležena je sezonska varijacija, odnosno promena u otpornosti, tačnije u 

sposobnosti rezistentnog odgovora na oligofagne insekte, dok su promene u koncentracijama 

ovih flavonola zanemarljivo male (Dalby-Brown et al., 2011). Prema novijim istraživanjima, 

navedeni flavonoidi nisu u korelaciji sa rezistentnim odgovorom kupusnjača na dejstvo 

štetočina (Austel et al., 2021). Koncentracija i kvalitativni sastav flavonoida ove biljne vrste 

ostaje nepromenjen prilikom hemijskog tretmana, poput onog opisanog u radu Cardenas i 

saradnika (2023).  
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Slika 16. Flavonoidni glikozidi izolovani iz vrste B. vulgaris (Dalby-Brown et al., 2011). 

2.2.3. Odbrambeni sekundarni metaboliti biljaka: fitoaleksini i fitoanticipini 

Kada je biljka izložena infekciji ili napadu štetočina, u ćelijama se aktivira kompleksan 

odbrambeni odgovor: aktivira se ekspresija gena odbrane, formiraju se reaktivne kiseonične 

vrste (ROS), akumuliraju se proteini povezani sa patogenima (PR-proteini), ojačava se ćelijski 

zid i sintetišu se visokoaktivna antimikrobna jedinjenja. Sekundarni metaboliti koji se de novo 

sintetizuju tokom ovog procesa nazivaju se fitoaleksini (Pedras et al., 2005). 

Nasuprot tome, sekundarni metaboliti koji su prisutni u biljnom tkivu pre infekcije i 

mogu se brzo aktivirati (na primer enzimskom hidrolizom), nazivaju se fitoanticipini (Pedras 

et al., 2005; VanEtten et al., 1994). Osnovna razlika između ova dva tipa odbrambenih 

jedinjenja jeste da li su već prisutna u tkivu (anticipini) ili se sintetizuju kao odgovor na stres 

(aleksini). Pojedini metaboliti mogu biti fitoanticipini u jednoj vrsti, a fitoaleksini u drugoj, u 

zavisnosti od regulatornog konteksta i načina indukcije (npr. indolil-3-acetonitril i srodni 

nitrili). Važno je napomenuti da su neka jedinjenja koja su prvobitno opisivana kao fitoaleksini 

(npr. nitrili 38–81, Slika 18) naknadno klasifikovana kao fitoanticipini u pojedinim vrstama 

(Thellungiella salsuginea, B. rapa, Brassica napus), što dodatno ilustruje dinamičnost i 

kontekstualnost ove podele (Pedras & Zheng, 2010). 
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Mnogi sekundarni metaboliti učestvuju u odbrambenim putevima, ali za brojne 

jedinjenja još nije definitivno utvrđeno da li pripadaju fitoaleksinima ili fitoanticipinima u 

određenim vrstama (González-Lamothe et al., 2009). Pored svoje zaštitne uloge, fitoaleksini 

se smatraju i biomarkerima odbrambenog odgovora biljaka, jer njihova akumulacija odražava 

aktivaciju specifičnih signalnih i biosintetskih puteva (Ahuja et al., 2012).  

Kupusnjače pretežno sintetizuju indolske fitoaleksine (Pedras et al., 2010; Pedras et al., 

2011). Dobar primer su indolski sekundarni metaboliti A. thaliana, posebno kamaleksin i 

indolski glukozinolati (iGS), koji doprinose otpornosti na patogen Phytophthora brassicae 

(Schlaeppi & Mauch, 2010). U ovoj interakciji, indolski glukozinolati deluju kao fitoanticipini, 

dok kamaleksin predstavlja klasičan fitoaleksin; otpornost se zasniva na sekvencijalnoj 

aktivnosti ovih metabolita, pri čemu produkti hidrolize iGS deluju u ranoj fazi infekcije, a 

kamaleksin u kasnijoj fazi restrikcije patogena. 

Uloga glukozinolata u odbrani kupusnjača je dvostruka – oni su konstitutivni metaboliti 

i samim tim pripadaju fitoanticipinima (npr. indolski glukozinolati nastali iz Trp), jer su 

prisutni u tkivu i aktiviraju se hidrolizom u okviru sistema glukozinolat–mirozinaza; 

istovremeno, indolski glukozinolati predstavljaju biosintetske prekursore indukovanih indol-

sumpornih fitoaleksina karakterističnih za Brassicaceae (Bodnaryk, 1992; Bartlet et al., 1999; 

Hopkins et al., 1998; Liu et al., 2016; Pedras et al., 2010).  

Fitoaleksini su često toksični ne samo za patogene već i za biljne ćelije, zbog čega je 

njihova produkcija prostorno i vremenski strogo ograničena na mesto infekcije ili oštećenja. 

Koncentracije potrebne za potpuno zaustavljanje rasta nekih gljivičnih fitopatogena obično se 

postižu samo u lokalnim, ograničenim zonama tkiva (tipično reda veličine 1–5 mg/kg sveže 

mase biljke), što je potvrđeno za više fitoaleksina (Pedras et al., 2011). 

S druge strane, brojni fitopatogeni su evoluirali i razvili sofisticirane mehanizme 

detoksikacije fitoaleksina, uključujući specifične enzime za njihov metabolizam, poput 

brasinin-oksidaze i brasinin-hidrolaze, kao i membranske transportere tipa ABC, na primer 

BcatrB kod Botrytis cinerea, zaslužne za efluks kamaleksina iz ćelije gljive. Ovi mehanizmi 

smanjuju efikasnu koncentraciju fitoaleksina u zoni infekcije i tako doprinose većoj 

virulentnosti patogena (Ahuja et al., 2012; Pedras et al., 2011). 
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2.2.3.1. Fitoaleksini  

Skoro sve vrste kupusnjača poseduju specifične mehanizme koji im omogućavaju 

efikasnu odbranu od patogena, kao i od različitih abiotičkih i biotičkih stresora (Pedras et al., 

2014). Patogeni mikroorganizmi mogu inficirati bilo koji deo biljke, usporiti njen rast i razvoj 

i narušiti njeno fiziološko stanje. Najosetljiviji delovi, poput mladih listova, posebno moraju 

biti zaštićeni od negativnog delovanja mikroorganizama (Badenes-Perez et al., 2014; McKey, 

1974; Rhoades, 1979). 

Kao odgovor na infekciju ili druge stresne signale, biljke de novo sintetišu 

niskomolekulska antimikrobna jedinjenja koja se nazivaju fitoaleksini. Ona nisu prisutna u 

značajnim koncentracijama u zdravom tkivu; njihova biosinteza se aktivira tek nakon 

izloženosti spoljašnjem stresu, poput UV zračenja, patogena ili teških metala (Bailey & 

Mansfield, 1982; Mansfield & Bailey, 1982; Pedras & To, 2014; VanEtten et al., 1994). 

Pojam fitoaleksin uveden je nakon zapažanja da tkivo krompira (Solanum tuberosum) 

inficirano nekompatibilnim (avirulentnim) patotipom Phytophthora infestans indukuje snažan 

lokalni odbrambeni odgovor, pri čemu se razvija povećana otpornost tkiva na naknadnu 

infekciju kompatibilnim (virulentnim) patotipom istog patogena. Zaključeno je da biljka u 

takvim uslovima sintetiše specifične antimikrobne metabolite koji inhibiraju rast patogena, što 

je dovelo do uvođenja termina fitoaleksin i postavilo osnovu za kasnija sistematska istraživanja 

njihove uloge u otpornosti biljaka (Ahuja et al., 2012; Pedras et al., 2011).  

Strukturna raznovrsnost fitoaleksina je veoma velika, a posebno su istraživani indolski 

fitoaleksini roda Brassica, koji pokazuju antikancerogeno, antioksidativno, antifeedant i 

antiproliferativno delovanje, kao i potencijalni zaštitni efekat na kardiovaskularni sistem 

(Ahuja et al., 2012; Jahangir et al., 2009; Monde et al., 1990; Pedras et al., 2011). Pored njihove 

primarne uloge u odbrani od patogena, sve veća pažnja se posvećuje i njihovom značaju za 

ljudsko zdravlje, upravo zbog ovako izraženih bioloških aktivnosti.  

Prvi identifikovani fitoaleksin bio je (+)-pisatin (37) izolovan iz graška (Pisum sativum 

L.) (Slika 17). Ovaj fitoaleksin ispoljava snažno antifungalno dejstvo prema većem broju 

sojeva fitopatogenih gljiva, dok je samo manji broj sojeva pokazao toleranciju. Njegov (-)-

izomer nije pokazao uporedivu aktivnost (Cruickshank and Perrin, 1960; Cruickshank, 

1962Pedras & Ahiahonu, 2005). 
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Slika 17. Strukturna formula fitoaleksina (+)-pisatina (37). 

Dosadašnja istraživanja ukazuju na to da je kod predstavnika reda Brassicales 

identifikovan značajan broj fitoaleksina, pri čemu u porodici Brassicaceae dominiraju 

jedinjenja biosintetski izvedena iz triptofana, dok manji broj potiče iz homofenilalanina i 

drugih aromatičnih prekursora (Pedras et al., 2010; Pedras et al., 2011; Slika 18). 

 

Slika 18. (nastavak na sledećoj strani) 
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Slika 18. Indolski fitoaleksini u vrstama porodice Brassicaceae: brasinin (38), brasitin (39), 1-

metoksibrasinin (40), 4-metoksibrasinin (41), 1-metoksibrasitin (42), ciklobrasinin (43), 

ciklobrasinin sulfoksid (44), sinalbin B (45), sinalbin A (46), 4-metoksiciklobrasinin (47), 

rutaleksin (48), 4-metoksidehidrociklobrasinin (49), dehidrociklobrasinin (50), 1-

metoksibrasenin A (51), 1-metoksibrasenin B (52), vasaleksin A (53), vasaleksin B (54), 

bisvasaleksin A1 (55), bisvasaleksin A2 (56), (S)-spirobrasinin (57), (R)-1-

metoksispirobrasinin (58), 1-metoksispirobrasinol (59), (2R,3R)-1-metoksispirobrasinol metil-

etar (60), erukaleksin (61), dioksibrasinin (62), brasikanal B (63), braskanat A (64), brasikanal 

A (65), brasikanal C (66), kaulileksin A (67), kaulileksin B (68), brasileksin (69), sinaleksin 

(70), brusaleksin A (71), metil-1-metoksiindol-3-karboksilat (72), kamaleksin (73), 6-

metoksikamaleksin (74), 1-metilkamaleksin (75), indolil-3-acetonitril (76), kaulileksin C (77), 

arveleksin (78), rapaleksin A (79), rapaleksin B (80) i isaleksin (81). 

Preuzeto iz Pedras et al. (2010), uz dozvolu izdavača Elsevier. 

Kasnija ispitivanja proširila su ovaj skup novim strukturama, uključujući fitoaleksine 

koji se biosintetski izvode iz homofenilalanina i povezani su sa fenetil-glukozinolatima (Pedras 

et al., 2015; Liu et al., 2016). Autori posebno naglašavaju da fitoaleksini nisu ograničeni samo 

na kupusnjače, već su široko rasprostranjeni i u drugim biljnim porodicama unutar reda 

Brassicales, što ukazuje na evolutivnu i hemijsku raznovrsnost ovog tipa odbrambenih 

metabolita.  

2.2.3.2. Fitoaleksini identifikovani u biljnoj vrsti B. vulgaris  

Fitoaleksini čine deo jedne od ključnih indukovanih odbrambenih reakcija kupusnjača 

koje se indukuju u prisustvu biotičkih ili abiotičkih stresora. I pored toga, ovaj vid odbrane kod 
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vrste B. vulgaris dugi niz godina ostajao je na marginama interesovanja. Tek novija 

istraživanja, zasnovana prvenstveno na radovima Pedras i saradnika (2015 a,b), a potom i na 

sveobuhvatnoj analizi Cárdenas i saradnika (2023), otkrivaju složen i evolutivno jedinstven 

arsenal fitoaleksina ove vrste (Cárdenas et al., 2023). Za razliku od većine drugih predstavnika 

porodice Brassicaceae, kod kojih dominiraju indolski fitoaleksini, kod B. vulgaris jasno se 

izdvajaju dve hemijski različite, ali funkcionalno komplementarne grupe odbrambenih 

metabolita: specifični fenetil-fitoaleksini – pre svega nasturleksine – i indolski fitoaleksini tipa 

ciklobrasinina (Slika 19). 

 

Slika 19. Strukturne formule izolovanih i identifikovanih fitoaleksina u B. vulgaris. Indolski 

fitoaleksini: brasinin (82), ciklobrasinin (83) i ciklonasturleksin (84). Neindolski fitoaleksini: 

nasturleksin C (85), nasturleksin D (86), nasturleksin (A) (87), nasturleksin C sulfoksid (88), 

nasturleksin D sulfoksid (89) i tridentatol C (90) (Cárdenas et al., 2023; Pedras et al., 2015; 

Pedras et al., 2018). 
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Najpouzdaniji podaci o fitoaleksinima B. vulgaris potiču iz eksperimenata sa 

abiotičkom elicitacijom listova rastvorom CuCl2, u kojima su oba ispitivana hemotipa (G- i P-

tip) dosledno akumulirala tri dominantna fitoaleksina. U pitanju su nasturleksin D, 

ciklonasturleksin i ciklobrasinin – kombinacija koja se ispostavlja karakterističnom za vrstu i 

predstavlja osnovni hemijski potpis njenog indukovanog odbrambenog odgovora (Cárdenas et 

al., 2023). 

Nasturleksin D (86), koji pripada neindolskim fitoaleksinima, najizraženiji je i 

najstabilniji marker indukovane odbrane (Pedras et al., 2015). Nasuprot njemu, ciklobrasinin 

(83) i ciklonasturleksin (84) pripadaju indolskim fitoaleksinima, grupi metabolita koji su u 

Brassicaceae vrstama daleko rasprostranjeniji, ali u B. vulgaris imaju izrazitu funkcionalnu 

specifičnost – javljaju se samo u stresnim uslovima i u veoma niskim nivoima u zdravim 

biljkama (Pedras et al., 2007). 

Premda su u pojedinim studijama detektovani i tragovi nasturleksina A (87), 

tridentatola C (90), nasturleksina C (85), kao i odgovarajućih sulfoksida, njihov doprinos 

ukupnom fitoaleksinskom profilu vrste je marginalan. Sa druge strane, nasturleksini A i B, kao 

i tridentatol C karakteristični su za filogenetski srodnu vrstu Nasturtium officinale, u kojoj 

dostižu znatno veće koncentracije (Cárdenas et al., 2023; Pedras & To, 2015; Pedras & To, 

2018). 

Tkivna distribucija i dinamika akumulacije fitoaleksina 

Dosadašnja istraživanja pokazuju da je fitoaleksinska odbrana B. vulgaris izrazito 

koncentrisana u listu. Rozetni, prizemni listovi predstavljaju glavno mesto akumulacije obe 

vrste fitoaleksina nakon elicitacije (Cárdenas et al., 2023). Suprotno tome, u korenu se ovi 

metaboliti detektuju retko i u izrazito niskim koncentracijama, što ukazuje na prostornu 

specijalizaciju odbrane. 

Hronologija elicitacije takođe je konzistentna: najveće koncentracije fitoaleksina 

postižu se između prvog i trećeg dana nakon tretmana CuCl2, što je obrazac zabeležen i u 

ranijim studijama drugih kupusnjača (Pedras et al., 2011). U poređenju hemotipova, G-tip u 

proseku akumulira više ukupnih fitoaleksina od P-tipa, ali se kvalitativni profil u oba slučaja 

pokazuje izuzetno stabilnim (Cárdenas et al., 2023). 
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Odnos fitoaleksina i sistema glukozinolat-mirozinaza 

Elicitacija produkcije fitoaleksina gotovo uvek je praćena aktivacijom sistema 

glukozinolat-mirozinaza. Povećanje nivoa barbarina i rezedina tokom stresa jasno ukazuje na 

pojačanu razgradnju glukobarbarina, iako oni sami nisu prekursori nasturleksina (Agerbirk et 

al., 2015; Agerbirk & Olsen, 2015; Cárdenas et al., 2023). Ovaj metabolički signal odražava 

ukupnu reorganizaciju aromatičnih glukozinolata tokom odbrambenog odgovora, čak i kada 

pojedinačni glukozinolati ne učestvuju direktno u formiranju fitoaleksina. 

Osim toga, pad koncentracije fenetil glukozinolata nakon elicitacije, dosledno 

zabeležen u eksperimentima Cárdenas i saradnika (2023), predstavlja jasan metabolički 

pokazatelj aktivacije odbrane, saglasan ranijim opažanjima istraživačke grupe Pedras i 

saradnika (2015a,b). Iako biosintetički detalji ovde nisu predmet razmatranja, sama korelacija 

fenetil glukozinolat–nasturleksin D ostaje značajna kao pokazatelj metaboličke dinamike 

tokom indukovanog odgovora. 

Antifungalna svojstva i biološki značaj 

Najpotpuniji uvid u biološku aktivnost fitoaleksina roda Barbarea potiče iz radova 

Pedras i saradnika (2015a,b), koji su detaljno ispitivali antimikrobna svojstva neindolskih i 

indolskih odbrambenih metabolita. U okviru ove grupe, nasturleksini C i D predstavljaju 

najznačajnije neindolske fitoaleksine vrste B. vulgaris, sa jasno potvrđenom antifungalnom 

aktivnošću. U ispitivanjima sprovedenim na patogenima karakterističnim za kupusnjače – 

Alternaria brassicicola, Leptosphaeria maculans i Sclerotinia sclerotiorum – oba metabolita 

inhibirala su rast ovih gljiva, pri čemu je nasturleksin D u pojedinim slučajevima pokazivao i 

potpunu inhibiciju micelijalnog rasta (Pedras et al., 2011; Pedras et al., 2015). Ovi rezultati 

nedvosmisleno ukazuju na njihovu ulogu kao ključnih komponenata hemijskog odgovora kod 

vrsta roda Barbarea. 

Ciklonasturleksin i ciklobrasinin, indolski fitoaleksini B. vulgaris, zajedno sa 

nasturleksinom D čine tri glavna fitoaleksina čija je biosinteza elicirana nakon tretmana CuCl2 

(Cárdenas et al., 2023). Ciklonasturleksin je u testovima prema A. brassicicola takođe pokazao 

izraženu antifungalnu aktivnost (Pedras & To, 2016). Ciklobrasinin, iako se akumulira u 

manjim i varijabilnijim količinama, takođe poseduje antifungalno dejstvo (Pedras et al., 2009; 

Pedras, 2014). 
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Kombinacija neindolskih i indolskih metabolita predstavlja evolutivno zanimljivu i 

relativno retku strategiju u okviru porodice Brassicaceae koja verovatno odražava 

prilagođenost vrste B. vulgaris da efikasno odgovori na raznoliku zajednicu patogena 

karakterističnu za njena prirodna staništa.Iako je tokom poslednje decenije značajno 

unapređeno razumevanje strukture i biosinteze fitoaleksina kod B. vulgaris, istraživanja 

njihovih bioloških efekata i dalje su izuzetno skromna i obuhvataju tek mali broj organizama. 

Osim ograničenih testova antifungalne aktivnosti, gotovo da ne postoje studije koje bi 

sistematski obuhvatile njihov uticaj na druge biotičke faktore, kao što su bakterije, nematode, 

herbivorni insekti ili simbiontski mikroorganizmi. Zbog ograničenosti dosadašnjih ispitivanja, 

potencijalno širok spektar delovanja ovih jedinjenja za sada se može samo naslutiti na osnovu 

njihovih strukturnih osobina i poznatih aktivnosti hemijski srodnih fitoaleksina. 

Slično tome, potencijalni uticaj ovih specifičnih fenetil- i indolskih fitoaleksina na 

ljudsko zdravlje u potpunosti je neistražen. Premda brojni sekundarni metaboliti kupusnjača – 

naročito glukozinolati, izotiocijanati i indolski derivati – pokazuju antimikrobna, 

antikancerogena i antiinflamatorna svojstva, za fitoaleksine vrste B. vulgaris ne postoje podaci 

koji bi ukazali na eventualnu farmakološku vrednost ili sigurnosni profil. Međutim, njihove 

jedinstvene strukturne karakteristike, reaktivnost i ekološka uloga u biljci upućuju na 

mogućnost da bi pojedini predstavnici, poput ciklonasturleksina ili nasturleksina D, mogli 

posedovati i aktivnosti relevantne u širem biomedicinskom kontekstu – od antimikrobnog 

potencijala do modulacije ćelijskih signalnih puteva. Te pretpostavke, međutim, ostaju 

spekulativne sve dok se ne sprovedu ciljana farmakološka, toksikološka i biohemijska 

ispitivanja.  

Zbog svega navedenog, biološko delovanje fitoaleksina B. vulgaris izvan uskog okvira 

antifungalnih testova ostaje mahom nepoznato, a razumevanje njihovog punog ekološkog i 

zdravstvenog potencijala predstavlja otvoreno istraživačko polje koje tek treba biti sistematski 

ispitano. 

2.2.4. Saponini u vrsti B. vulgaris 

Saponini su steroidni i triterpenoidni glikozidi široko rasprostranjeni u višim biljkama, 

pri čemu su triterpenoidni saponini pretežno zastupljeni u dikotiledonama, dok 

monokotiledone uglavnom sintetišu steroidne oblike; odlikuju se brojnim biološkim i 

potencijalno terapeutskim svojstvima (De Geyter et al., 2007; Hussain et al., 2019; Kuzina et 

al., 2009). Rod Barbarea jedinstven je u okviru porodice Brassicaceae, jer nekolicina njegovih 
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vrsta, za razliku od ostalih kupusnjača, proizvodi triterpenoidne saponine kao značajne 

komponente odbrambenog metabolizma (Kuzina et al., 2009; Khakimov et al., 2015; Lange et 

al., 2022; Shinoda et al., 2002). Njihovo prisustvo u rodu Barbarea dovodi se u vezu sa 

evolucijom specifičnih UDP-glukozil transferaza (UGT), posebno članova UGT73C 

podfamilije, za koje se smatra da su, nakon genskih duplikacija i neofunkcionalizacije, stekli 

novu substratnu specifičnost prema triterpenskim sapogeninima i time omogućili formiranje 

karakterističnih saponina B. vulgaris (Augustin et al., 2011; Byrne et al., 2017; Khakimov et 

al., 2015).  

Sa hemijskog stanovišta, saponini B. vulgaris pretežno pripadaju oleanskom tipu 

triterpena i zasnovani su na aglikonima poput hederagenina, 4-epihederagenina, gipsogenina i 

oleanolne kiseline. Na ove aglikone vezani su šećerni ostaci tipa celobioze (β-D-

glukopiranozil-(1→4)-β-D-glukopiranozid), najčešće na C-3 položaju triterpenskog skeleta. 

Strukturne razlike u stepenu oksidacije (npr. na C-16, C-23 i C-24) i u obrascu glikozilovanja 

presudne su za biološku aktivnost ovih jedinjenja (Kuzina et al., 2009; Nielsen et al., 2010). 

Prvi detaljno okarakterisani saponin iz B. vulgaris bio je monoglikozidni triterpenski 

saponin 3-O-[O-β-D-glukopiranozil-(1→4)-β-D-glukopiranozil]-hederagenin (3-O-celobiozil-

hederagenin, 91), izolovan iz listova ove vrste (Serizawa et al., 2001; Shinoda et al., 2002) 

(Slika 20). Ubrzo zatim, izolovana je i 3-O-celobioziloleanolna kiselina, koji takođe pripada 

monoglikozidnim oblicima triterpenskih saponina (Agerbirk et al., 2003; Kuzina et al., 2009; 

Slika 20).  

 

Slika 20. Strukturne formule triterpenskih saponina vrste B. vulgaris – 3-O-celobiozil-

hederagenina (91) i 3-O-celobioziloleanolna kiselina (92) (Agerbirk et al., 2003; Kuzina et al., 

2009; Shinoda et al., 2002).  
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Detaljna analiza G-tipa B. vulgaris pokazala je da ova biljka proizvodi više strukturno 

bliskih saponina. Pored prethodno navedenih, izolovani su i identifikovani 3-O-

celobiozilkohalna kiselina (93), 3-O-celobiozil-epihederagenin (94) i 3-O-celobiozil-

gipsogenin (95) (Nielsen et al., 2010a; Slika 21). Identifikovani glikozidi kohalne kiseline, 

gipsogenina i 4-epihederagenina su po prvi put nađeni u okviru porodice Brassicaceae, dok je 

3-O-celobiozil-hederagenin prethodno identifikovan kao dominantni saponin u G-tipu B. 

vulgaris (Kuzina et al., 2009; Nielsen et al., 2010). U poređenju sa ovim profilom, P-tip iste 

vrste sadrži znatno niže koncentracije ovih saponina ili ih uopšte ne sintetiše, što ukazuje na 

izraženu hemotipsku diferencijaciju u saponinskom sastavu (Kuzina et al., 2009). 

 

Slika 21. Hemijske strukture triterpenskih saponina izolovanih iz B. vulgaris var. acruata: 3-

O-celobiozil-kohalne kiseline (93), 3-O-celobiozil-epihederagenina (94) i 3-O-celobiozil-

gipsogenina (95) (Nielsen et al., 2010a).  

Sa aspekta strukture i bioaktivnosti, saponini B. vulgaris obuhvataju pretežno 

monoglikozidne oblike (sa jednim šećernim lancem na C-3), dok se diglikozidni saponini, sa 

dva šećerna lanca, smatraju manje aktivnim ili čak neaktivnim (Kuzina et al., 2009; 

Hostettmann & Marston, 1995). Pokazano je da broj, tip i raspored šećernih ostataka, kao i 

način glikozilovanja aglikona, značajno utiču na biološku aktivnost ovih jedinjenja 

(Mshvildadze et al., 2000; Zhang et al., 2005). 

Na molekulskom nivou, saponini se odlikuju sposobnošću da formiraju komplekse sa 

sterolima u ćelijskim membranama, čime narušavaju polupropustljivost membrane, dovode do 

gubitka integriteta i, konačno, do smrti ćelije. Ovo objašnjava njihovu široku biološku aktivnost 

prema različitim organizmima, dok je oralna toksičnost prema sisarima u većini slučajeva 



53 
 

umerenog intenziteta (Kuzina et al., 2009; Hostettmann & Marston, 1995; Sparg et al., 2004; 

Güçlü-Ustündağ & Mazza, 2007).  

Najzad, ograničena distribucija triterpenskih saponina unutar porodice Brassicaceae – 

praktično isključivo u rodu Barbarea – tumači se kao relativno kasna evolutivna inovacija, 

nastala nakon uspostavljanja glukozinolata kao primarne hemijske odbrane kupusnjača (Byrne 

et al., 2017; Kuzina et al., 2009). Ovakav redosled događaja sugeriše da su saponini u B. 

vulgaris evoluirali kao dodatni, specijalizovani odbrambeni sloj čija je funkcionalna uloga 

detaljnije razmotrena u okviru odeljka 2.1.4.4. 
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3. EKSPERIMENTALNI DEO 
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3.1. Hemikalije i rastvarači 

Svi rastvarači korišćeni u eksperimentalnim procedurama komercijalno su dostupni 

(Sigma-Aldrich, SAD; Merck, Nemačka; Carl Roth, Nemačka; Fluka, Nemačka; Zorka Pharma 

Šabac, Srbija) i korišćeni su bez dodatnog prečišćavanja, izuzev THF-a koji je predestilovan 

pre upotrebe. Sve hemikalije korišćene u radu, poput tiramina, ugljen-disulfida, fenetilamina, 

piridina, dietil-karbonata, metil-jodida, vodonik-peroksida, trietilamina, natrijum-hidroksida, 

anhidrovanog kalijum-karbonata, anhidrovanog natrijum-sulfata i rac-1-amino-2-feniletanola, 

bile su p.a. čistoće i korišće su u već komercijalno dostupnom obliku.  

3.2. Metode analize i razdvajanja 

3.2.1. Gasna hromatografija-masena spektrometrija (GC-MS) 

GC-MS analiza autolizata, etarskog ulja kao i sintetisanih i izolovanih jedinjenja, 

izvedene su na gasnom hromatografu Agilent Technologies 7890B, opremljenom HP-5MS 

kapilarnom kolonom (5% polidifenil-siloksan i 95% polidimetil-siloksan, dimenzija 30 m × 

0,25 mm, debljina filma 0,25 μm, Agilent Technologies, Santa Klara, Kalifornija, SAD), 

povezanom sa masenospektrometrijskim detektorom 240-MS sa jonskom zamkom, istog 

proizvođača. Temperatura injektora i spojnice (interface) iznosila je, redom, 250 °C i 325 °C. 

Temperatura peći povećavana je gradijentno od 40 °C do 315 °C brzinom od 5 °C/min, nakon 

čega je izotermno održavana 10 minuta. Helijum je korišćen kao noseći gas pri protoku od 1,0 

mL/min. Uzorci (1 μL rastvora koncentracije 1% u dihlormetanu ili dietil-etru) injektovani su 

u split režimu sa odnosom 40:1. Uslovi rada masenospektrometrijskog detektora bili su sledeći: 

temperature masenog analizatora, jonskog izvora i manifold-a iznosile su, redom, 100 °C, 180 

°C i 50 °C; energija jonizacije bila je 70 eV; opseg za akviziciju masa bio je 35–500 amu, uz 

brzinu skeniranja od 2,08 Hz. Linearni retencioni indeksi izračunati su u odnosu na retenciona 

vremena homologe serije n-alkana na HP-5MS kapilarnoj koloni (Van Den Dool i Kratz, 1963). 

3.2.2. Gasna hromatografija sa plameno-jonizacionim detektorom (GC-FID) 

Gasna hromatografija sa plameno-jonizacionim detektorom (GC–FID) izvedena je na 

aparatu Agilent 7890A GC (Agilent Technologies, Palo Alto, Kalifornija, SAD) opremljenom 

jednim injektorom, FID detektorom i HP-5MS kapilarnom kolonom (5% difenilsiloksan i 95% 

dimetilsiloksan; dimenzija 30 m × 0,32 mm i.d.; debljina filma 0,25 μm, Agilent Technologies, 

Santa Klara, Kalifornija, SAD). 
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Program peći bio je sledeći: početna temperatura 70 °C, zatim porast do 300 °C brzinom 

od 15 °C/min, nakon čega je temperatura izotermno održavana 5 minuta. Azot je korišćen kao 

noseći gas pri konstantnom protoku od 3,0 mL/min. Temperatura injektora bila je 250 °C. 

Injektovanje (1,0 μL rastvora) je vršeno splitless režimu. Parametri FID detektora bili su: 

temperatura detektora 300 °C, protok H2 30 mL/min, protok vazduha 400 mL/min i protok 

pomoćnog gasa 23,5 mL/min. Podaci su prikupljani korišćenjem Agilent GC ChemStation 

softvera, pri stopi digitalizacije od 20 Hz. Svaki uzorak analiziran je u triplikatu. Procentualni 

sastav izračunat je na osnovu površina pikova GC-FID hromatograma, bez primene 

korekcionih faktora. Relativna standardna devijacija (RSD) površina pikova kod triplikatnih 

injekcija bila je konzistentno ispod 1%.  

3.2.3. Identifikacija sastojaka i kvantitativna analiza etarskog ulja i autolizata 

Kvalitativna analiza sastojaka etarskog ulja i autolizata zasnivala se na poređenju 

njihovih linearnih retencionih indeksa (u odnosu na C8–C23 n-alkana na HP-5MS koloni) sa 

literaturnim vrednostima, kao i na poređenju masenih spektara sa spektrima referentnih 

standarda, zatim sa bibliotekama masenih spektara Wiley 11, NIST17, MassFinder 2.3, kao i 

internom MS bibliotekom koja sadrži spektre čistih supstanci. Gde god je bilo moguće, identitet 

komponenti potvrđivan je i koinjekcijom sa autentičnim standardom. Hromatogrami su 

analizirani korišćenjem programa AMDIS i NIST MS Search 2.0 (National Institute of 

Standards and Technology, SAD). 

3.2.4. Nuklearno-magnetna rezonantna (NMR) spektroskopija  

Svi NMR spektri snimljeni su na Bruker Avance III 400 MHz NMR spektrometru 

(Fällanden, Švajcarska; ¹H na 400 MHz, ¹³C na 100,6 MHz) opremljenim radnom glavom za 

kivete od 5 mm, na temperaturi od 20 °C. Svi NMR spektri su snimljeni u CDCl3, DMSO-d6 

ili C6D6 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD), pri čemu je tetrametilsilan (TMS) korišćen kao 

unutrašnji standard. Hemijska pomeranja izražena su u δ (ppm) vrednostima i podešena na 

TMS (δ 0,00), dok su u 13C i heteronuklearnim 2D spektrima podešena u odnosu na signale 

rastvarača (rezidualni CHCl3: δH 7,26 i 13CDCl3: δC 77,16; rezidualni DMSO: δH 2,51 i DMSO- 

d6: δC 39,97). Skalarno sprezanje prikazano je u hercima (Hz). Sledeće skraćenice korišćene su 

za označavanje multipleta: s (singlet), brs (široki singlet), d (dublet), dd (dublet dubleta), ddd 

(dublet dubleta dubleta), t (triplet), „t“ (pseudo-triplet) i m (multiplet). 2D Eksperimenti 

(NOESY i gradijentni ¹H–¹H COSY, gHSQC i gHMBC), kao i DEPT-45, DEPT-135 i 
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selektivni homonuklearni dekuplujući eksperimenti, snimljeni su na istom instrumentu uz 

korišćenje pulsnih sekvenci iz Bruker biblioteka. Snimljeni spektri obrađeni korišćenjem 

programa MestReNova (v.11.0.3, Mestrelab Research, Korunja, Španija). 

3.2.5. Infracrvena (FTIR) spektroskopija  

ATR-FTIR spektri (ATR, attenuated total reflectance) izolovanih i sinteteisanih 

jedinjenja snimljeni su korišćenjem instrumenta Thermo Nicolet 6700 FTIR (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, SAD). 

3.2.6. Određivanje tačke topljenja  

Vrednosti tačaka topljenja izolovanih i sintetisanih jedinjenja određene su na aparatu 

Büchi Melting Point B-540 (Büchi Labortechnik AG, Flawil, Švajcarska) i nisu korigovane. 

3.2.7. Ultraljubičasta-vidljiva (UV-Vis) spektrofotometrija 

Svi UV-Vis spektri tokom izvođenja in vitro testova za procenu sposobnosti vezivanja 

slobodnih radikala (DPPH i ABTS testovi), kao i in vitro testova za procenu inhibitornog 

dejstva izolovanih i sintetisanih jedinjenja na LOX enzim, snimljeni su korišćenjem UV-Vis 

spektrofotometra PerkinElmer Lambda 365 (Waltham, MA, SAD). 

3.2.8. Fluorescentna spektrofotometrija  

Određivanje fluorescencije tokom izvođenja in vitro testova za procenu inhibitornog 

dejstva izolovanih i sintetisanih jedinjenja na COX-2 enzim izvršeno je korišćenjem čitača 

mikrotitarskih ploča Synergy LX (BioTek, Winooski, VT, SAD). 

3.2.9. Kolorimetrijska analiza 

Optička gustina (OD) obojenog biofilma u mikrotitarskoj ploči određena je na 630 nm 

korišćenjem čitača mikrotitarskih ploča za enzimsku imunološku analizu ELISA Rayto RT-

2100C (Rayto, Shenzhen, Kina). 

3.2.10. Denzitometrijska standardizacija inokuluma 

Zamućenost suspenzija u in vitro testovima antimikrobne aktivnosti određena je 

korišćenjem denzitometra Biosan (Riga, Letonija). 
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3.2.11. Tankoslojna hromatografija (TLC)  

Tankoslojna hromatografija (TLC) vršena je na aluminijumskim pločama sa nanesenim 

slojem silika-gela 60 GF254 debljine 0,2 mm (Merck, Darmštat, Nemačka). Nakon razvijanja 

mrlje su vizualizovane pomoću UV-lampe (254 i 365 nm) i/ili primenom hemijskog reagensa 

(50% rastvor sumporne kiseline (v/v) uz zagrevanje na 110 °C). 

3.2.12. Preparativna tankoslojna hromatografija (PTLC)  

Tankoslojna hromatografija (TLC) vršena je na staklenim pločama sa nanesenim slojem 

silika-gela 60 GF254 debljine 1 mm (Macherey-Nagel GmbH & Co, Düren, Nemačka). Nakon 

razvijanja mrlje su vizualizovane pomoću UV-lampe (254 i 365 nm). Označena područja 

odsecana su sa površine nosača i ekstrahovana dihlormetanom. 

3.2.13. Vakuum hromatografija (FDC) 

Za preparativno razdvajanje sastojaka autolizata, kao i za prečišćavanje sintetisanih 

jedinjenja, korišćena je aparatura za vakuum hromatografiju (eng. dry-flash), koja se sastojala 

od kolone sa silika-gelom 60 (0,04–0,063 mm, Merck, Darmštat, Nemačka), napakovane na 

sinterovanom staklenom levku srednje poroznosti, povezanom sa standardnom bocom za 

vakuum filtraciju. Hromatografija je izvođena izokratski ili pod gradijentnim uslovima (n-

heksan/EtOAc, 100:0 → 0:100), u skladu sa parametrima navedenim u odgovarajućim 

eksperimentalnim procedurama. 

3.2.14. Brza hromatografija (FC) 

Za preparativno razdvajanje sastojaka autolizata, kao i za prečišćavanje sintetisanih 

jedinjenja, korišćena je brza kolonska hromatografija (kolone dužine 20–70 cm i prečnika 1–3 

cm) na silika-gelu 60 (0,04–0,063 mm; Merck, Darmštat, Nemačka), uz blago povišen pritisak 

obezbeđen pumpom. Hromatografija je izvođena izokratski ili pod gradijentnim uslovima, u 

skladu sa parametrima navedenim u odgovarajućim eksperimentalnim procedurama. 

3.3. Biljni materijal, izolovanje autolizata i etarskog ulja  

3.3.1. Biljni materijal 

Biljni materijal vrste B, vulgaris sakupljen je početkom maja 2015. godine, tokom faze 

cvetanja, pored puta na teritoriji opštine Tutin (selo Ribariće, Republika Srbija). Herbarski 
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primerci deponovani su u herbarijumu Državnog univerziteta u Novom Pazaru, pod oznakom 

MD201514. Identifikaciju vrste izvršili su doc. dr Bojana P. Veljković i dr Dalibor Stojanović. 

Pre hemijske obrade, sav biljni materijal pažljivo je očišćen od ostataka zemlje, osušen na 

sobnoj temperaturi i potom izmeren. 

3.3.2. Izolovanje autolizata 

 Hidroliza glukozinolata katalizovana je endogenom mirozinazom, u skladu sa 

procedurom koju su opisali Radulović i saradnici (2011; 2012). Svež biljni materijal vrste B. 

vulgaris – koren (48 g), nadzemni deo bez cveta (88 g) i cvet (8 g) – prethodno je 

homogenizovan i pomešan sa destilovanom vodom (250 mL). Svakom uzorku je zatim dodato 

100 mL dietil-etra, a boce su hermetički zatvorene i postavljene u šejker na 25 °C i 200 rpm 

tokom 8 sati. Po završetku hidrolize, u smešu je dodat natrijum-hlorid (60 g) uz intenzivno 

mešanje. Organski sloj je dekantovan i filtriran kroz filter-papir Whatman br. 1, dok je preostali 

biljni materijal dodatno ekstrahovan tri puta dihlormetanom. Etarski i dihlormetanski ekstrakti 

su spojeni i osušeni preko anhidrovanog natrijum-sulfata, zatim upareni do suva na vakuum-

uparivaču na temperaturi do 40 °C, rastvoreni u odgovarajućem rastvaraču i odmah analizirani. 

Autolizati su dali sledeće prinose: koren 8 mg, nadzemni deo bez cveta 115 mg i cvet 40 mg. 

3.3.3. Izolovanje etarskog ulja 

Svež biljni materijal cele biljke (350 g) podvrgnut je hidrodestilaciji sa 2 L destilovane 

vode u trajanju od 2,5 sata u originalnoj aparaturi po Klevendžeru (Clevenger). Dobijeno ulje 

je ekstrahovano sa dietil-etrom, a zatim je osušeno anhidrovanim natrijum-sulfatom.Dobijeno 

je 30 mg etarskog ulja (0,01%, w/w). Ulje je rastvoreno u 2 mL dietil-etra i odmah analizirano.  

3.4. Opis sinteza i izolovanja jedinjenja 

3.4.1. Sinteza nasturleksina A (metil-fenetilkarbamoditioat) (87) 

U piridin (6,20 mL), ohlađen na 0 °C, dodat je feniletilamin (0,25 mL, 2 mmol), a zatim 

su sukcesivno dodati ugljen-disulfid (2,0 mL, 33,1 mmol) i trietilamin (0,80 mL, 5,74 mmol). 

Reakciona smeša je mešana na sobnoj temperaturi tokom 30 min, nakon čega je dodat metil-

jodid (0,181 mL, 2,9 mmol) i mešanje je nastavljeno još 15 min. Potom je reakcionoj smeši 

dodat toluen, a rastvor je koncentrisan in vacuo. Dobijeni sirovi proizvod (1,3 g) prečišćen je 

brzom hromatografijom na koloni (heksan/EtOAc 9:1), pri čemu je izolovano 328 mg 



60 
 

nasturleksina A (87). Čistoća proizvoda potvrđena je TLC i GC-MS analizama (delimična 

razgradnja je primećena u GC inletu). Spektralni podaci bili su u saglasnosti sa ranije 

objavljenim vrednostima (Pedras & To, 2018). 

Bela čvrsta supstanca. Prinos: 78%. Tačka topljenja: 52–53 °C (literaturna vrednost: 51–52 °C, 

Pedras & To, 2018). FTIR (ATR), cm⁻¹: 3320 (N–H), 2936 (C–H), 1598 (arC–C), 1500 (arC-

C), 1453, 1381, 1338, 1297, 1199, 1090, 1061, 1090, 940, 772, 700. ¹H NMR (CDCl₃), δ: 2,61 

(s, 3H, CH₃), 2,97 (t, 2H, J = 7,0 Hz, H-7), 3,99 (m, 2H, H-8), 6,95 (brs, 1H, NH), 7,20–7,29 

(m, 3H, H-2, H-4, H-6), 7,30–7,36 (m, 2H, H-3, H-5), i signali koji potiču od manje 

zastupljenog rotamera (ca. 24%) na 2,68 (s, 3H, CH₃), 2,97 (t, 2H, J = 7,0 Hz, H-7), 3,71 (m, 

2H, H-8), 7,20–7,29 (m, 3H, H-2, H-4, H-6), 7,30–7,36 (m, 2H, H-3, H-5), 7,69 (brs, 1H, NH). 

¹³C NMR (CDCl₃), δ: 18,1 (CH₃), 34,2 (C-7), 48,0 (C-8), 126,9 (C-4), 128,7 (C-2, C-6, dva 

preklopljena signala), 128,8 (C-3, C-5, dva preklopljena signala), 138,1 (C-1), 199,1 (C=S), i 

signali koji potiču od manje zastupljenog rotamera na 18,9 (CH₃), 34,8 (C-7), 47,3 (C-8), 126,9 

(C-4), 128,7 (C-2, C-6, dva preklopljena signala), 128,8 (C-3, C-5, dva preklopljena signala), 

137,2 (C-1), 201,9 (C=S). EIMS, m/z (rel. int.): 211 (24, M+•), 163 (18), 105 (27), 104 (29), 91 

(100), 77 (28), 72 (41), 65 (32), 51 (23), 39 (18). Spektralni podaci nasturleksina A bili su u 

skladu sa prethodno objavljenim podacima (Pedras & To, 2018; Gaspari et al., 2006). 

3.4.2. Sinteza metil-4-hidroksifenetilkarbamoditioata (96) 

U piridin (3,75 mL), ohlađen na 0 °C, rastvoreno je 250 mg tiramina, nakon čega su 

dodati ugljen-disulfid (1,25 mL, 20,7 mmol) i trietilamin (0,5 mL, 3,6 mmol). Reakciona smeša 

je mešana na sobnoj temperaturi tokom 30 minuta. Zatim je dodat metil-jodid (0,125 mL, 2 

mmol) i mešanje je nastavljeno još 15 minuta. Nakon toga je dodat toluen, a smeša je 

koncentrisana in vacuo. Dobijeni suvi ostatak (1,5 g) prečišćen je brzom hromatografijom 

(heksan/EtOAc 1:1), čime je dobijeno 330 mg metil-4-hidroksifenetilkarbamoditioata (96). 

Čistoća proizvoda potvrđena je TLC analizom. Kod GC-MS analize, u GC inletu došlo do 

potpune razgradnje do odgovarajućeg izotiocijanata. Spektralni podaci bili su u skladu sa ranije 

objavljenim vrednostima (Pedras & To, 2018; Ashton et al., 1992). 

Svetlo-žuta čvrsta supstanca. Prinos: 80%. FTIR (ATR), cm⁻¹: 3283 (O–H, N–H), 3024 (arC–

H), 2938 (C–H), 1612, 1600, 1500, 1441, 1333, 1244, 1202, 1169, 936, 822. ¹H NMR (CDCl3), 

δ: 2,61 (s, 3H, CH₃), 2,90 (m, 2H, H-7), 3,96 (m, 2H, H-8), 6,92 (brs, 1H, NH), 6,78–6,82 (m, 

2H, H-3, H-5), 7,05–7,11 (m, 2H, H-2, H-6), i signali koji potiču od manje zastupljenog 

rotamera (ca. 33%) na 2,69 (s, 3H, CH₃), 2,90 (m, 2H, H-7), 3,68 (m, 2H, H-8), 6,78–6,82 (m, 
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2H, H-3, H-5), 7,05–7,11 (m, 2H, H-2, H-6), 7,63 (brs, 1H, NH). OH signal nije uočen u ¹H 

NMR (CDCl3) spektru usled brze izmene. ¹³C NMR (CDCl₃), δ: 18,1 (CH₃), 33,3 (C-7), 48,2 

(C-8), 115,7 (C-3, C-5, dva preklopljena signala), 129,9 (C-2, C-6, dva preklopljena signala), 

130,2 (C-1), 154,4 (C-4), 199,1 (C=S), i signali koji potiču od manje zastupljenog rotamera na 

18,9 (CH3), 33,9 (C-7), 47,4 (C-8), 115,5 (C-3, C-5, dva preklopljena signala), 130,1 (C-2, C-

6, dva preklopljena signala), 130,2 (C-1), 154,4 (C-4), 201,9 (C=S). 

3.4.3. Sinteza 2-tioksotiazolidin-4-karboksilne kiseline (raphanusamic acid) (17) 

Pripremljen je rastvor NaOH (0,8 g) u destilovanoj vodi (15 mL), u koji je dodat L-

cistein-hidrohlorid monohidrat (0,875 g). Zatim je dodat ugljen-disulfid (0,325 mL) uz mešanje 

do potpunog rastvaranja. Nakon toga je dodata smeša FeSO4 (0,765 g) i NaOH (0,2 g), a 

reakciona smeša je mešana na sobnoj temperaturi tokom dva sata. Dobijeni čvrsti proizvod je 

profiltriran i dodatno ispiran vodom. Filtrat je zakiseljen do pH 2–3, ekstrahovan etil-acetatom 

(EtOAc), osušen preko anhidrovanog natrijum-sulfata, a rastvarač je uparen na vakuum-

uparivaču. Dobijeno je 263 mg bele čvrste supstance. Spektralni podaci bili su u skladu sa 

prethodno objavljenim podacima (Li et al., 1996; Roiser et al., 1983; Kopecky et al., 1984). 

Bela čvrsta supstanca. Prinos: 263 mg (29%). FTIR (ATR), cm⁻¹: 3337 (N–H), 1732 (C=O), 

1465 (O–H), 1257 (C–O), 1203, 1172 (C=S), 1134, 1045, 961, 938, 824, 782, 736, 680 (C–S). 

¹H NMR (CDCl3), δ: 3,60 (dd, 1H, J = 11,5, 3,9 Hz, H-5), 3,86 (dd, 1H, J = 11,5, 9,3 Hz, H-

5), 4,84 (ddd, 1H, J = 9,3, 3,9, 1,5 Hz, H-4), 10,43 (br s, 1H, NH), 13,46 (br s, 1H, COOH). 

¹³C NMR (CDCl₃), δ: 35,4 (C-5), 63,7 (C-4), 170,9 (COOH), 199,2 (C=S). EIMS, m/z (rel. 

int.): 163 (100, M+•), 118 (36), 77 (27), 76 (35), 64 (45), 59 (58), 58 (44), 45 (89), 44 (22), 41 

(29). 

3.4.4. Sinteza ()-barbarina (rac-5-fenil-1,3-oksazolidin-2-tiona) (18)  

U 3,3 mL anhidrovanog etanola dodato je 230 mg anhidrovanog kalijum-karbonata, 0,4 

mL ugljen-disulfida i 460 mg rac-1-amino-2-feniletanola, nakon čega je pažljivo ukapavan 

vodonik-peroksid (0,566 mL). Reakciona smeša je zagrevana u vodenom kupatilu na 50 °C. 

Nakon dodatka svih reagenasa pojavljuje se žuta boja koja nestaje nakon nekoliko sekundi. 

Ubrzo se izdvaja talog koji se profiltrira. Filtrat je ekstrahovan sa 100 mL etil-acetata, zatim 

ispiran sa tri porcije zasićenog vodenog rastvora natrijum-hlorida. Organski sloj je osušen 

preko anhidrovanog natrijum-sulfata. Rastvarač je uparen na vakuum-uparivaču pri čemu je 

dobijeno 462 mg suvog ostatka. Za prečišćavanje je korišćena vakuum hromatografija 
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(heksan/EtOAc 3:1), kojom je dobijeno 260 mg čistog rac-5-fenil-1,3-oksazolidin-2-tiona (18). 

Čistoća proizvoda potvrđena je TLC i GC-MS analizama. Spektralni podaci bili su u skladu sa 

ranije objavljenim vrednostima (Radulović et al., 2017). 

Bela čvrsta supstanca. Tačka topljenja: 116–118 °C. Prinos: 43%. ¹H NMR (CDCl3), δ: 3,75 

(ddd, 1H, J = 10,0; 8,1; 0,8 Hz, H-4), 4,16 (ddd, 1H, J = 10,0; 9,2; 0,8 Hz, H-4), 5,90 (dd, 1H, 

J = 9,2; 8,1 Hz, H-5), 7,36–7,44 (m, 5H, Ar–H), 7,62 (br s, 1H, N–H). EIMS, m/z (rel. int.): 

179 (95, M+•), 123 (30), 119 (27), 118 (77), 107 (49), 92 (42), 91 (100), 79 (33), 77 (53), 51 

(40). 

3.4.5. Izolovanje barbarina  

Prirodni 5-fenil-1,3-oksazolidin-2-tion (barbarin) izolovan je dry-flash 

hromatografijom iz autolizata odmah nakon njegovog izolovanja iz biljnog materijala. 

Preparativno razdvajanje komponenti autolizata (500 mg) izvedeno je pod izokratskim 

uslovima korišćenjem 30% etil-acetata u heksanu (v/v) kao mobilne faze, čime je dobijeno 85 

mg čistog barbarina. Čistoća izolovanog jedinjenja potvrđena je TLC i GC-MS analizama. 

Spektralni podaci izolovanog barbarina bili su u skladu sa prethodno objavljenim podacima 

(Radulović et al., 2017; Hirao et al., 1981).  

Svetlo-žuta čvrsta supstanca. Tačka topljenja: 116–118 °C. RI (HP-5MS): 2069. FTIR 

(ATR), cm⁻¹: 3181 (N–H), 3036 (C–H), 1734 (C=O), 1669, 1537, 1457, 1153, 757, 696. ¹H 

NMR (CDCl3), δ: 3,74 (ddd, 1H, J = 10,0; 8,1; 0,8 Hz, H-4), 4,16 (ddd, 1H, J = 10,0; 9,1; 0,8 

Hz, H-4), 5,88 (dd, 1H, J = 9,1; 8,1 Hz, H-5), 7,36–7,43 (m, 5H, Ar-H), 8,20 (br s, 1H, N–H). 

¹³C NMR (CDCl₃), δ: 51,2 (C-4), 84,0 (C-5), 126,0 (C-2’, C-6’), 129,1 (C-3’, C-5’), 129,4 (C-

4’), 137,0 (C-1’), 189,5 (C-2). EIMS, m/z (rel. int.): 179 (95, M+•), 123 (30), 119 (27), 118 

(77), 107 (49), 92 (42), 91 (100), 79 (33), 77 (53), 51 (40). 

3.4.6. Određivanje apsolutne konfiguracije izolovanog barbarina (18)  

Apsolutna konfiguracija barbarina (18) određena je pomoću ¹H NMR titracije uz 

korišćenje hiralnog lantanidnog reagensa – europijum(III) tris[3-

(heptafluorpropilhidroksimetilen)-D-kamforatа], Eu(hfc)3. Ovaj pristup omogućava 

razlikovanje enantiomera formiranjem dijastereoizomernih kompleksa. Za titracioni 

eksperiment korišćen je sintetički (±)-barbarin (18). Uzorak barbarina (5 mg) rastvoren je u 0,7 

mL C6D6 i snimljen je ¹H NMR spektar primenom standardnih parametara (32000 tačaka u 

vremenskom domenu, spektralna širina 10 ppm, O1 = 6,0 ppm, ugao pulsa 45°, vreme snimanja 
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5 s, broj skenova 16). Nakon snimanja početnog spektra, uzorku je dodat poznata masa Eu(hfc)3 

(2–4 mg), nakon čega je spektar ponovo snimljen. Postupnim dodavanjem Eu(hfc)3 (2–4 mg) 

(u molarnom odnosu Eu(hfc)3 : (±)-barbarin = 0–0,41) dolazilo je do progresivnog razdvajanja 

signala protona H-4a i H-4b, karakterističnih za dva enantiomerna oblika barbarina. Ovo 

razdvajanje nastaje usled formiranja dijastereoizomernih kompleksa između barbarina i 

Eu(hfc)3 (videti Rezultate i diskusiju). Enantiomerni sastav (ili enantiomerni višak) određen je 

na osnovu odnosa integrala signala H-4a(S) ili H-4b(S) prema polovini integrala preklopljenog 

signala H-4a+b(R), koristeći razdvojene ¹H NMR spektre (videti Sliku 3 i A5 u ref. Radulović 

et al., 2017).  

Ista titraciona procedura primenjena je za procenu enantiomerne čistoće barbarina 

izolovanog iz autolizata nadzemnih delova bez cveta i korena B. vulgaris. U svim uzorcima 

uočena je samo jedna serija signala, odgovarajuća jednom enantiomeru, tj. (S)-barbarinu (18b). 

3.4.7. Izolovanje 5-fenil-1,3-tiazolidin-2-ona (97) 

5-Fenil-1,3-tiazolidin-2-on (97) izolovan je iz uzorka autolizata koji je čuvan na 4 °C 

nekoliko meseci u zatvorenim vialama, bez prisustva rastvarača i izlaganja svetlosti. Kao što 

je detaljno opisano u poglavlju Rezultati i diskusija, pod tim uslovima, (S)-barbarin (18b) je 

potpuno izomerizovao u odgovarajući 5-fenil-1,3-tiazolidin-2-on (97), što je omogućilo da 

uzorak bude pogodan za izolovanje ovog jedinjenja. Prekristalizacijom 324 mg uzorka 

autolizata iz smeše etra i heksana u odnosu 1:1 (v/v), dobijen je čvrst talog. Talog je profiltriran 

i ispiran etrom, čime je dobijeno 80 mg braon kristala jedinjenja 97. Čistoća izolovanog 

proizvoda potvrđena je TLC i GC-MS analizama. Spektralni podaci izolovanog jedinjenja 

odgovarali su prethodno objavljenim podacima (Pedras & To, 2015; Radulović et al., 2017; 

Deng et al., 2011). 

Braon kristali. Prinos: 80 mg. RI (HP-5MS): 1912. FTIR (ATR), cm⁻¹: 3298 (N–H), 1770 

(C=O), 1645, 1492, 1191, 696. ¹H NMR (CDCl3), δ: 3,31–3,41 (m, 1H, H-4), 3,49–3,56 (m, 

1H, H-4), 4,51 („t“, 1H, J = 7,8 Hz, H-5), 7,17–7,29 (m, 5H, Ar-H), 8,28 (brs, 1H, N–H). ¹³C 

NMR (CDCl₃), δ: 45,7 (t, C-4), 47,3 (d, C-5), 127,7 (d, C-3’, C-5’), 128,3 (d, C-2’, C-6’), 128,8 

(d, C-4’), 140,3 (s, C-1’), 165,0 (s, C-2). EIMS, m/z (rel. int.): 179 (73, M+•), 135 (21), 123 

(100), 122 (72), 121 (72), 91 (51), 78 (21), 77 (28), 51 (26), 45 (24). 
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3.4.8. Sinteza rezedina (rac-5-fenil-oksazolidin-2-ona) (20) 

5-Fenil-1,3-oksazolidin-2-on (rezedin, 20) sintetisan je polazeći od rac-2-amino-1-

feniletanola prema proceduri koju su opisali Nicolas i saradnici (Nicolas et al., 1993). U balon 

sa okruglim dnom dodat je rac-2-amino-1-feniletanol (1 g, 7,3 mmol), dietilkarbonat (DEC, 

1,76 mL, 14,5 mmol) i K2CO3 (1,52 g, 11 mmol). Reakciona smeša zagrevana je na 130 °C uz 

intenzivno mešanje u aparaturi za destilaciju. Etanol (1,5 mL) je izdvojen destilacijom, nakon 

čega je reakciona smeša ohlađena na sobnu temperaturu. Dobijena bela čvrsta supstanca 

rastvorena je u 50 mL EtOAc, filtrirana, isprana zasićenim rastvorom natrijum-hlorida (2 × 10 

mL), osušena preko anhidrovanog natrijum-sulfata, a rastvarač uklonjen in vacuo na 40 °C, 

čime je dobijeno 601 mg čvrste supstance. Prekristalizacijom suvog ostatka iz smeše 

EtOAc/heksan (1:1, v/v) dobijeno je 208 mg jedinjenja 20. Čistoća sintetisanog jedinjenja 

potvrđena je TLC i GC-MS analizama. Spektralni podaci sintetisanog produkta bili su u skladu 

sa prethodno objavljenim podacima (Radulović et al., 2017; Laserna et al., 2015; Gabriele et 

al., 2003). 

Bela čvrsta supstanca. Prinos: 208 mg (17%). Tačka topljenja: 88,5–89,0 °C. RI (HP-5MS): 

1785. FTIR (ATR), cm⁻¹: 3264 (N–H), 1715 (C=O), 1239, 694. ¹H NMR (CDCl₃), δ: 3,55 (dd, 

1H, J = 8,7; 7,7 Hz, H-4), 3,98 (t, 1H, J = 8,7 Hz, H-4), 5,62 (dd, 1H, J = 8,7; 7,7 Hz, H-5), 

6,39 (br s, 1H, NH), 7,34–7,44 (m, 5H, Ar-H). ¹³C NMR (CDCl₃), δ: 48,4 (t, C-4), 77,9 (d, C-

5), 125,7 (d, C-2’, C-6’), 128,9 (d, C-3’, C-4’, C-5’), 138,4 (s, C-1’), 160,1 (s, C-2). EIMS, m/z 

(rel. int.): 163 (17, M+•), 118 (11), 107 (100), 105 (13), 91 (17), 89 (9), 79 (42), 78 (9), 77 (22), 

51 (15). 

3.4.9. Sinteza hidroksi-supstituisanih izomera fenetil-izotiocijanata 

Hidroksi-supstituisani izomeri fenetil izotiocijanata – 2-(2-hidroksifenil)etil 

izotiocijanat, 2-(3-hidroksifenil)etil izotiocijanat i 2-(4-hidroksifenil)etil izotiocijanat (98) – 

sintetisani su iz odgovarajućih amina prema proceduri opisanoj u literaturi (Spencer et al., 

2015).  

U rastvor komercijalno dostupnog p-tiramina (1 ekv, 600 mg) u 30 mL suvog THF 

dodati su Et3N (2 ekv, 1,23 mL) i CS2 (5 ekv, 1,32 mL). Reakciona smeša mešana je na 30–40 

°C tokom 1 sata. Nakon hlađenja na 0–10 °C, vodonik-peroksid (30% vodeni rastvor, 2,8 ekv, 

1,25 mL) dodat je kap po kap. Zatim je dodat konc. HCl radi podešavanja pH na 1,0–1,5. 

Nastali talog sumpora je profiltriran, a filtrat ekstrahovan pomoću EtOAc (3 × 50 mL), osušen 
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preko anhidrovanog natrijum-sulfata. Uparavanjem rastvarača na vacuum-upraivaču dobijeno 

je žuto ulje. Sirovi proizvod prečišćen je vakuum hromatografijom (30% Et2O/heksan, 

izokratski uslovi), čime je dobijeno 395 mg čistog para-izomera (8) u prinosu od 50%. Čistoća 

sintetisanog izotiocijanata potvrđena je TLC i GC-MS analizama. Spektralni podaci 

sintetisanog jedinjenja bili su u skladu sa prethodno objavljenim podacima (Spencer et al., 

2015; Narasimhachari & Vouros, 1974). Ostali izomerni izotiocijanati sintetisani su prema istoj 

proceduri. 

Orto- i meta-tiramin, neophodni za sintezu 2-(2-hidroksifenil)etil izotiocijanata (99) i 

2-(3-hidroksifenil)etil izotiocijanata (100), sintetisani su, redom, redukcijom 2-(2-

nitroetil)fenola i 3-(2-nitroetil)fenola. U rastvor odgovarajućeg (2-nitroetil)fenola (60 mg, 0,36 

mmol, 1 ekv) u metanolu (10 mL) dodat je 5% Pd/C (212 mg, 2 mmol, 5,55 ekv). Smeša je 

mešana 6 sati na sobnoj temperaturi u prisustvu gasovitog vodonika. Tok reakcije praćen je 

TLC metodom. Po završetku reakcije, katalizator je profiltriran, a filtrat uparen do suva. 

Dobijeni sirovi amin korišćen je u sledećem koraku bez dodatnog prečišćavanja. Meta-izomer 

sintetisan je po istoj proceduri. 

Orto- i meta-izomerni izotiocijanati nisu prečišćavani niti izolovani iz reakcione smeše. 

Umesto toga, njihove reakcione smeše su analizirane GC-MS tehnikom radi određivanja 

retencionih indeksa i masenih spektara, nakon čega su koinjektovane sa uzorkom autolizata. 

Co-GC analiza pružila je jasan dokaz da sintetisani orto- i meta-izomerni izotiocijanati nisu 

prisutni u autolizatu. Spektralni podaci sintetisanih hidroksi-supstituisanih fenetil 

izotiocijanata bili su u saglasnosti sa prethodno objavljenim podacima (Spencer et al., 2015; 

Narasimhachari & Vouros, 1974). 

2-(2-Hiroksifenil)etil izotiocijanat (99). RI (HP-5MS): 1770; EIMS m/z (rel. int.): 179 

(32, M+•), 120 (19), 107 (100), 91 (36), 79 (32), 78 (21), 77 (87), 72 (78), 51 (23), 39 (22). 

2-(3-Hidroksifenil)etil izotiocijanat (100). RI (HP-5MS): 1789; EIMS m/z (rel. int.): 

179 (15, M+•), 107 (55), 91 (15), 77 (48), 72 (100), 63 (15), 59 (21), 58 (20), 51 (15), 39 (21). 

2-(4-hidroksifenil)etil izotiocijanat (98). Svetlo-žuta uljasta tečnost. RI (HP-5MS): 

1799. FTIR (ATR), cm⁻¹: 3396 (O–H), 2184, 2090 (N=C=S), 1613, 1514, 1440, 1223 (arC–

OH). ¹H NMR (CDCl3), δ: 2,91 (t, 2H, J = 6,9 Hz, H-2), 3,67 (t, 2H, J = 6,9 Hz, H-1), 4,40 (br 

s, 1H, OH), 6,79–6,82 (m, 2H, H-3’, H-5’), 7,06–7,10 (m, 2H, H-2’, H-6’). ¹³C NMR (CDCl3), 

δ: 35,6 (t, C-2), 46,6 (t, C-1), 115,6 (d, C-3’, C-5’), 129,2 (s, C-1’), 130,0 (d, C-2’, C-6’), 130,5 
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(NCS), 154,6 (s, C-4’). EIMS, m/z (rel. int.): 181 (1,3), 180 (1,8), 179 (15, M+•), 109 (2), 108 

(12), 107 (100), 77 (2), 55 (2), 51 (2), 39 (2). 

3.5. Antimikrobna aktivnost – in vitro testiranje 

3.5.1. Kulture mikroorganizama  

Antimikrobna aktivnost ispitivana je na ukupno 15 mikroorganizama. Testiranje je 

obuhvatilo 11 bakterijskih sojeva: četiri standardna soja (Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus pumilus NCTC 8241 i Escherichia coli ATCC 25922) i 

šest kliničkih ili ekoloških izolata (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus, 

Proteus mirabilis, Salmonella enterica i Klebsiella pneumoniae). Pored njih, testiran je i jedan 

probiotski soj, Bifidobacterium animalis subsp. lactis. Dodatno, ispitivana su četiri gljivična 

soja: Candida albicans ATCC 10231, Trichoderma viride ATCC 13233, Aspergillus flavus 

ATCC 9170 i Fusarium solani ATCC 11712. Bakterijski sojevi čuvani su u glicerolskim 

kulturama na -80 °C, dok su gljivični sojevi održavani u parafinskom ulju na 4 °C. 

3.5.2. Priprema suspenzije 

Bakterijske i kvasne suspenzije pripremljene su metodom direktne kolonije, kako je 

prethodno opisao Andrews (2005). Zamućenost početnih suspenzija podešena je na 0,5 

McFarland standard koristeći denzitometar (Biosan, Letonija), što odgovara približno 108 

CFU/mL za bakterije i 106 CFU/mL za kvasce. Od pripremljenih suspenzija napravljena su 

razblaženja 1:100 u sterilnom 0,85% fiziološkom rastvoru. Suspenzije gljivičnih spora 

dobijene su sakupljanjem spora sa kosina na kojima je bio razvijen micelijum; potom su 

razblažene 1:1000 u sterilnom 0,85% fiziološkom rastvoru.  

3.5.3. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti mikrodilucionom metodom 

Antimikrobna aktivnost ispitana je određivanjem minimalne inhibitorne koncentracije 

(MIC) i minimalne mikrobicidne koncentracije (MMC) metodom mikrodilucije u 

mikrotitarskim pločama, korišćenjem rezazurina kao indikatora (Sarker et al., 2007). 

U svaki bunarić mikrotitarske ploče sa 96 bunarića dodato je po 100 μL Mueller-Hinton 

bujona (Torlak, Beograd, Srbija) za bakterije, odnosno Sabouraud bujona (Torlak, Beograd, 

Srbija) za gljive. Ispitivana jedinjenja su prvo rastvarana u 10% dimetil-sulfoksidu (DMSO; 

Acros Organics, Nju Džerzi, SAD), a zatim razblaživana sterilnom destilovanom vodom. U 
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prvu vrstu bunarića pipetirano je po 100 μL osnovnog rastvora ispitivanog jedinjenja, nakon 

čega su sprovedena serijska dvostruka razblaženja multikanalnom pipetom. Dobijeni opseg 

koncentracija iznosio je 5–0,039 mg/mL. 

Mikrotitarske ploče inokulisane test organizmima inkubirane su na 37 °C tokom 24 h 

za bakterije, na 28 °C tokom 48 h za kvasce i na 28 °C tokom 72 h za plesni. Svaki test 

uključivao je kontrolu rasta i kontrolu sterilnosti, a svi eksperimenti izvođeni su u duplikatu. 

MIC je definisan kao najniža koncentracija ispitivanog jedinjenja gde nije doslo do promene 

boje rezazurina iz plave u roze. Kod plesni, MIC vrednost određena je kao najniža 

koncentracija koja inhibira vidljiv rast micelijuma. MMC je određen presejavanjem 10 μL 

sadržaja iz bunarića bez promene boje indikatora na hranljivi agar. Nakon inkubacije, najniža 

koncentracija koja nije pokazala rast (bez formiranja kolonija) definisana je kao MMC. 

Za poređenje aktivnosti korišćeni su referentni agensi: doksiciklin, ampicilin i 

amfotericin B (Sigma Chemicals Co., SAD) i ketokonazol (Hemofarm A.D., Srbija), rastvoreni 

u odgovarajućim hranljivim bujonima. Doksiciklin je antibiotik širokog spektra, efikasan 

protiv aerobnih i anaerobnih Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija. Ampicilin, beta-

laktamski antibiotik, primarno deluje na Gram-pozitivne bakterije, ali pokazuje aktivnost i 

prema nekim Gram-negativnim sojevima. Amfotericin B je antifungalni lek koji se koristi u 

terapiji teških sistemskih mikotičnih infekcija, uključujući one izazvane vrstama roda 

Aspergillus. Ketokonazol je antifungalni agens koji inhibira rast vrsta roda Candida. Negativna 

kontrola (10% DMSO) nije pokazala inhibitorno dejstvo. 

3.6. Antibiofilm aktivnost – in vitro testiranje 

3.6.1. Formiranje biofilma  

Sposobnost formiranja biofilma vrsta S. aureus ATCC 25923, B. subtilis ATCC 6633, 

P. mirabilis, S. enterica i K. pneumoniae ispitana je prema metodi O’Toole i saradnika (2000), 

uz manje modifikacije.  

U mikrotitarske ploče sa 96 bunarića (Sarstedt, Nemačka) dodato je po 100 μL Mueller-

Hinton hranljivog bujona. Zatim je u svaki bunarić dodat alikvot od 10 μL bakterijske 

suspenzije podešene na 1,0 McFarland za Gram-pozitivne i 0,5 McFarland za Gram-negativne 

bakterije. Ploče su inkubirane 48 h na 37 °C radi formiranja biofilma. 
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Nakon inkubacije, bunarići su dvaput isprani sa po 200 μL sterilnog 0,85% fiziološkog 

rastvora kako bi se uklonile neadherentne i slabo adherentne ćelije. Biofilm formiran od 

adherentnih bakterija fiksiran je dodatkom 100 μL metanola, koji je ostavljen da potpuno ispari. 

Fiksirani biofilmovi bojeni su 0,1% (m/v) rastvorom kristal-violeta (Fluka AG, Švajcarska) i 

ostavljeni na sobnoj temperaturi 20 min. Nakon bojenja, višak boje uklonjen je ispiranjem 

dejonizovanom vodom, a zatim je dodato 100 μL 96% etanola. Kontrole su uključivale 

bunariće sa samim bujonom radi provere sterilnosti i nespecifičnog vezivanja boje. Pozadinska 

apsorbanca sterilnog medijuma, fiksativa i boje oduzeta je od OD očitavanja testiranih uzoraka. 

Svi eksperimenti izvedeni su u triplikatu. 

3.6.2. Inhibicija sposobnosti formiranja biofilma 

Za procenu inhibicije formiranja biofilma testiranih bakterija, mikrotitarske ploče sa 96 

bunarića (Sarstedt, Nemačka) pripremljene su dodavanjem po 100 μL Mueller-Hinton bujona 

u svaki bunarić. Iz osnovnih rastvora ispitivanih jedinjenja (10 mg/mL) po 100 μL je pipetirano 

u prvu vrstu ploče, nakon čega su sprovedena serijska dvostruka razblaženja (opseg 5–0,039 

mg/mL) multikanalnom pipetom. Zatim je u svaki bunarić dodat alikvot od 10 μL sveže 

bakterijske suspenzije (0,5 McFarland za Gram-negativne i 1,0 McFarland za Gram-pozitivne 

sojeve). Ploče su inkubirane 48 h na 37 °C. Nakon inkubacije, sadržaj je pažljivo uklonjen 

blagim okretanjem ploče, a preostali koraci analize sprovedeni su identično kao u odeljku 3.6.1. 

Inhibitorna koncentracija biofilma (BIC50) definisana je kao najniža koncentracija 

jedinjenja koja smanjuje formiranje biofilma za 50% (Chaieb et al., 2011; Muruzović et al., 

2016). Kontrolni bunarići sadržali su samo bujon ili bujon sa ispitivanim jedinjenjima radi 

provere sterilnosti i nespecifičnog vezivanja boje. Pozadinska apsorbanca oduzeta je od 

očitanih vrednosti testiranih uzoraka. Svi eksperimenti izvedeni su u triplikatu. Tetraciklin 

(Sigma Chemicals Co., SAD), rastvoren u hranljivom bujonu, korišćen je kao referentno 

jedinjenje. 

3.7. In vitro testovi za procenu sposobnosti vezivanja slobodnih radikala  

3.7.1. DPPH test 

DPPH test korišćen je za procenu sposobnosti ispitivanih jedinjenja da uklone reaktivne 

radikalske vrste (Avdović et al., 2023). Osnovni rastvori ispitivanih jedinjenja pripremljeni su 

u DMSO, a zatim razblaženi metanolom do ukupne zapremine od 1000 µL. Nakon toga, 
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pripremljenoj smeši dodate su jednake zapremine 50 µM rastvora DPPH u metanolu, pri čemu 

su konačne koncentracije ispitivanih jedinjenja iznosile 25, 50 i 100 µM. Uzorci su nakon 

blagom mešanja inkubirani u mraku na sobnoj temperaturi 20–60 minuta. Metanol je korišćen 

kao slepa proba, a apsorbanca je merena na 517 nm nakon završetka inkubacije. Sva merenja 

izvedena su u triplikatu (Avdović et al., 2023). 

3.7.2. ABTS test 

Rastvor ABTS radikal-katjona pripremljen je prema ranije opisanom protokolu 

(Avdović et al., 2023). Različite koncentracije analiziranih uzoraka pripremljene su u DMSO. 

Test uzorci pripremljeni su tako što je 20 µL uzorka pomešano sa 980 µL metanola, nakon čega 

je dodato 1000 µL ABTS rastvora. Apsorbanca je merena na 734 nm. Sva merenja izvedena su 

u triplikatu (Avdović et al., 2023). 

3.8. In vitro testovi za procenu antiinflamatorne aktivnosti  

3.8.1. Test inhibicije LOX enzima 

Tip I-B sojine lipooksigenaze (LOX) predstavlja standardni enzim za ispitivanje 

antiinflamatornih svojstava različitih jedinjenja (Simijonović et al., 2024). Test inhibicije LOX 

enzima zasniva se na merenju sposobnosti enzima da oksiduje natrijum-linoleat u 13-

hidroperoksilinoleinsku kiselinu. 

Inhibicija enzima testiranim jedinjenjima određena je praćenjem apsorbance na 234 nm. 

U UV kivetu dodati su ispitivano jedinjenje, Tris pufer, rastvor enzima (5 × 103 jedinica/mL u 

fiziološkom rastvoru) i rastvor natrijum-linoleata (3 mM u Tris puferu, pH 9). Zabeležena je 

apsorbanca reakcione smeše, a aktivnost ispitivanih uzoraka poređena je sa aktivnošću 

standardnog inhibitora kvercetina. Sva merenja izvedena su u triplikatu. 

3.8.2. Test inhibicije COX-2 enzima 

Fluorimetrijski komplet za skrining inhibitora COX-2 (Abcam, Velika Britanija) 

korišćen je za procenu inhibitornog potencijala ispitivanih jedinjenja. Ovaj test se zasniva na 

fluorometrijskoj detekciji prostaglandina G₂, međuproizvoda u reakciji koju katalizuje COX-2 

enzim. 

Ispitivana jedinjenja pripremljena su kao osnovni rastvori od 5 mM u DMSO, zatim 

razblažena pet puta u puferu za testiranje. Po 10 µL razblaženog rastvora dodato je u 
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odgovarajuće bunariće mikrotitarske ploče sa 96 bunarića. Kontrole su obuhvatale: celekoksib 

(kontrola inhibitora), DMSO (kontrola rastvarača) i kontrolu enzima. Reakcioni miks koji je 

sadržao COX-2 enzim, fluorescentnu sondu, kofaktor i pufer za testiranje dodavan je u 

zapremini od 80 µL, nakon čega je reakcija pokrenuta dodatkom 10 µL rastvora arahidonske 

kiseline/NaOH. Fluorescencija (Ex/Em = 535/587 nm) praćena je kinetički na 25 °C (Bošković 

et al., 2023; Nedeljković et al., 2023). Sva merenja izvedena su u triplikatu. 

3.9. Statistička analiza  

Vrednosti antimikrobne aktivnosti (MIC i MMC) prikazane su deskriptivno i nisu 

statistički obrađivane. Podaci o antioksidativnim i antiinflamatornim aktivnostima izraženi su 

kao srednja vrednost ± standardna devijacija (SD) ili srednja vrednost ± standardna greška 

srednje vrednosti (SE), u skladu sa prikazima u tabelama. 

Razlike u antioksidativnim aktivnostima (DPPH i ABTS testovi), pri različitim 

koncentracijama i vremenima inkubacije, analizirane su korišćenjem jednodimenzionalne ili 

multifaktorske ANOVA analize, a statistički značajni efekti dalje su ispitivani Tukey testom 

višeg ranga. Vrednosti IC50 određene su nelinearnom regresionom analizom krivih doza-

odgovor. Statistička značajnost prihvaćena je na nivou p < 0,05. Sve statističke obrade 

sprovedene su korišćenjem softvera SPSS Statistics (v. 24.0, IBM, SAD). 

 3.10. In silico analiza 

Strukture svih ispitivanih liganada optimizovane su korišćenjem metode M06-2X/6-

311++G(d,p), implementirane u programskom paketu Gaussian09 (Frisch et al., 2009; Zhao & 

Truhlar, 2008). Trodimenzionalna kristalna struktura PBP1a proteina preuzeta je iz Protein 

Data Bank-a (PDB ID: 2C6W) (Contreras-Martel et al., 2005). 

Za potrebe simulacija molekularnog dokovanja korišćen je AutoDock 4.0 softver 

(Morris et al., 2009). Mrežna kutija imala je dimenzije 45 × 59 × 56 mrežnih tačaka u, redom, 

-x, -y i -z pravcima, dok je centar mreže bio postavljen na koordinate 98,799 Å × 35,214 Å × 

55,068 Å. Rastojanje između mrežnih tačaka iznosilo je 0,375 Å. Fleksibilne simulacije 

interakcija između proteina i liganada sprovedene su primenom Lamarckovog genetskog 

algoritma (LGA), pri čemu je ligand tretiran kao fleksibilan, a protein kao rigidan. 

Vizualizacija i analiza dobijenih kompleksa sprovedene su korišćenjem softvera BIOVIA 

Discovery Studio (Biovia, 2017). 
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4. REZULTATI I DISKUSIJA
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4.1. ANALIZA HEMIJSKOG SASTAVA ETARSKOG ULJA I AUTOLIZATA 

VRSTE B. vulgaris 

4.1.1. Degradacioni proizvodi glukozinolata i druga isparljiva jedinjenja 

Biljna vrsta B. vulgaris analizirana je radi identifikacije sekundarnih metabolita, 

odnosno degradacionih proizvoda glukozinolata prisutnih u uzorku populacije koja raste u 

Srbiji. Na osnovu degradacionih proizvoda glukozinolata prisutnih u etarskom ulju i 

autolizatima, cilj je bio izvršiti detaljnu analizu njihovog hemijskog sastava, utvrdi 

glukozinolatni profil i njegov taksonomski značaj za populaciju koja raste u Srbiji. U tu svrhu, 

izvršeno je izolovanje etarskog ulja hidrodestilacijom i autoliza glukozinolata endogenom 

mirozinazom uz ekstrakciju nastalih proizvoda prema procedurama opisanim u poglavlju 

Eksperimentalni deo.  

Detaljna analiza hemijskog sastava izvršena GC-MS metodom. Hromatogrami su 

analizirani korišćenjem programa AMDIS i NIST MS Search 2.0 (za više detalja videti 

Eksperimentalni deo). Rezultati analize prikazani su u Tabeli 2. Identifikovano je ukupno 54 

sastojaka poređenjem njihovih linearnih retencionih indeksa, izračunatih u odnosu na 

homologu seriju n-alkana, sa literaturnim vrednostima i poređenjem masenih spektara sa 

spektrima referentnih standarda. Gde god je bilo moguće, identitet komponenti potvrđivan je i 

koinjekcijom sa autentičnim standardom, dok su pojedini sastojci izolovani i spektralno 

potpuno okarakterisani, kako je to naznačeno u Tabeli.  

Analizom etasrskog ulja i autolizata identifikovano je ukupno 12 jedinjenja koja su 

nastala razgradnjom glukozinolata (Slika 22). Jedinjenja fenilacetonitril (101), 3-

fenilpropanonitril (102), 3-hidroksi-3-fenilpropanonitril (103), 2-fenetil-izotiocijanat (16), 2-

hidroksi-2-fenetil-izotiocijanat (19), 5-fenil-1,3-oksazolidin-2-on (sin. resedin) (20), 2-(4-

hidroksifenil)etil-izotiocijanat (98), 1H-indol-3-karboksaldehid (104), nasturleksin C (85), 5-

fenil-1,3-tiazolidin-2-on (97), (S)-5-fenil-1,3-oksazolidin-2-tion (sin. (S)-barbarin) (18b) i 

nasturleksin D (86), istaknuta u Tabeli 2, smatraju se degradacionim produktima glukozinolata.
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Tabela 2. Hemijski sastav etarskog ulja, autolizata korena, nadzemnog dela bez cvetova i cvetova vrste B. vulgaris (Gusinac et al., 2025). 

RI[a] Komponenta 

Etarsko 

ulje 

Autolizat 

Metoda 

identifikacije[c] 
Koren 

Nadzemni 

deo 
Cvet 

Procenat zastupljenosti[b] 

845 (E)-3-Heksen-1-ol 0,2 - - - RI, MS 

850 (Z)-3-Heksen-1-ol 15,7 - 0,8 0,4 RI, MS 

967 Benzaldehid 10,6 t - 0,5 RI, MS, Co-GC 

976 Fenol 0,9 0,3 2,2 1,1 RI, MS, Co-GC 

986 (E)-3-Heksenska kiselina - - 0,9 - RI, MS 

1002 Mezitilen - t t 0,9 RI, MS 

1005 Neidentifikovano jedinjenje[d] 0,8 - - - - 

1029 p-Cimen - t t - RI, MS, Co-GC 

1038 Benzil-alkohol  - 0,1 0,1 - RI, MS, Co-GC 

1050 Fenilacetaldehid 2,3 0,1 0,1 - RI, MS, Co-GC 

1074 p-Krezol - - t - RI, MS, Co-GC 

1100  Undekan - t t - RI, MS, Co-GC 

1109 (E,E)-2,4-Oktadienal 0,5 - t - RI, MS 

1119 -Fenetil-alkohol  t 0,6 t - RI, MS, Co-GC 
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1145 Fenilacetonitril (101) t - - - RI, MS, Co-GC 

1147 Veratrol t t - - RI, MS 

1156 Benzojeva kiselina  t t t - RI, MS, Co-GC 

1200 Dodekan 0,6 0,2 0,7 1,0 RI, MS, Co-GC 

1216 Dihidroindol t t 0,3 t RI, MS 

1219 4-Vinilfenol t - - - RI, MS 

1228 -Ciklocitral t - - - RI, MS 

1240 Pulegon t - - - RI, MS 

1242 Fenilsirćetna kiselina - t - - RI, MS 

1246 3-Fenilpropanonitril (102) 25,5 0,4 - - RI, MS 

1296 Dihidroedulan (izomer 1)[e] 2,6 - - - RI, MS 

1300 Tridekan - 0,6 3,8 2,5 RI, MS, Co-GC 

1302 Dihidroedulan (izomer 2)[e] 17,8 - - - RI, MS 

1308 Teaspiran A 1,3 - - - RI, MS 

1317 4-Vinilgvajakol 0,7 - - - RI, MS 

1323 Teaspiran B 1,7 - - - RI, MS 

1359 Eugenol  - - 0,1 - RI, MS, Co-GC 

1363 4-Hidroksibenzaldehid - t 0,2 - RI, MS, Co-GC 

1395 Skatol - 0,1 - - RI, MS 



75 
 

1397 Neidentifikovano jedinjenje[d] 0,9 - - - - 

1400 Tetradekan - 0,1 0,3 t RI, MS, Co-GC 

1402 Vanilin - t - - RI, MS, Co-GC 

1403 Metil-eugenol t - - - RI, MS 

1409 Neidentifikovano jedinjenje[d] 0,7 - - - - 

1415 (E)--Damaskon 0,5 - - - RI, MS 

1429 3-Hidroksi-3-fenilpropanonitril (103) - 0,5 t t RI, MS 

1461 Homofarnesan[e] 1,2 - - - RI, MS, Co-GC 

1473 2-Fenetil-izotiocijanat (16) 3,1 49,3 1,6 0,9 RI, MS, Co-GC 

1485 (E)--Ionon  - - t - RI, MS, Co-GC 

1500 Pentadekan - - t - RI, MS, Co-GC 

1562 Neidentifikovano jedinjenje [d] 2,1 1,0 2,6 1,3 - 

1597 Neidentifikovano jedinjenje [d] 0,6 0,2 1,6 0,3 - 

1658 2-Hidroksi-2-fenetil-izotiocijanat (19)[f] - 0,7 0,9 2,4 MS 

1749 Neidentifikovano jedinjenje [d] 0.9 t 0,2 - - 

1785 5-Fenil-1,3-oksazolidin-2-on (sin. rezedin) (20)[e] - 0,7 1,1 0,4 RI, MS, Co-GC 

1799 2-(4-Hidroksifenil)etil-izotiocijanat (98) - 1,4 - - RI, MS, Co-GC 

1800 Oktadekan - - 0,2 - RI, MS, Co-GC 

1815 1H-Indol-3-karboksaldehid (104) - 0,1 - - RI, MS 
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1838 Neofitadien (izomer 1) - - 1,0 - RI, MS 

1864 Nasturleksin C (85)[f] - 1,3 t - MS 

1900 Nonadekan - - t - RI, MS, Co-GC 

1912 5-Fenil-1,3-tiazolidin-2-on (97)[e] - 0,7 1,9 0,4 RI, MS, Co-GC, Izol. 

2000 Eikozan - - t - RI, MS, Co-GC 

2069 (S)-5-Fenil-1,3-oksazolidin-2-tion (sin. (S)-

barbarin) (18b) 

- 40,1 70,5 83,4 RI, MS, Co-GC, Izol. 

2112 (E)-Fitol - - 1,0 - RI, MS, Co-GC 

2217 Nasturleksin D (86)[f] - t - - MS 

 Ukupno 91,2 98,5 92,1 95,5  

[a]Lineari retencioni indeksi eksperimentalno su određeni na HP-5MS koloni. [b] Vrednosti su određene na osnovu tri analize [c] RI – upoređivanje RI, izračunatih u odnosu na 

retenciono vreme alkana (C8-C23) na HP-5MS koloni, sa onima dostupnim u literaturi; MS – upoređivanje masenih spektara sa onima iz biblioteka masenih spektara; Co-GC – 

koinjekcija sa čistim referentnim jedinjenjima; Izol. – Izolovano i spektralno okarakterisano jedinjenje. [d] MS(EI), 70eV, RI 1005, m/z (rel. int.): 82 (5), 81 (5), 79 (4), 68 (5), 

67 (100), 65 (11), 43 (13), 41 (4), 39 (9); RI 1409, m/z (rel. int.): 121 (100), 119 (73), 109 (47), 107 (81), 105 (68), 95 (25), 93 (39), 91 (71), 81 (25), 79 (28); RI 1397, m/z (rel. 

int.): 174 (8), 159 (33), 134 (42), 121 (21), 120 (12), 119 (100), 107 (12), 105 (22), 91 (29), 79 (9); RI 1562, m/z (rel. int.): 161 (10), 160 (100), 159 (6), 131 (20), 105 (7), 104 

(19), 103 (14), 78 (6), 77 (21), 51 (6); RI 1597, m/z (rel. int.): 106 (100), 193 (33), 104 (10), 79 (9), 107 (9), 77 (8), 194 (5), 118 (5); RI 1749, m/z (rel. int.): 237 (8), 166 (7), 

165 (68), 107 (8), 106 (100), 104 (5), 77 (7), 45 (10), 43 (11). Tačan stereoizomer nije određen. [f]Tentativno identifikovano na osnovu masenih spektara; t – u tragovima 

(<0.1%). 
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Slika 22. Strukturne formule proizvoda hidrolize glukozinolata identifikovanih u etarskom ulju i 

autolizatima vrste B. vulgaris: fenilacetonitril (101), 3-fenilpropanonitril (102), 3-hidroksi-3-

fenilpropanonitril (103), 2-fenetil-izotiocijanat (16), 2-hidroksi-2-fenetil-izotiocijanat (19), 5-

fenil-1,3-oksazolidin-2-on (sin. resedin) (20), 2-(4-hidroksifenil)etil-izotiocijanat (98), 1H-indol-

3-karboksaldehid (104), nasturleksin C (85), 5-fenil-1,3-tiazolidin-2-on (97), (S)-5-fenil-1,3-

oksazolidin-2-tion (sin. (S)-barbarin) (18b) i nasturleksin D (86) (Gusinac et al., 2025). 

Radi nedvosmislene identifikacije, pojedine komponente čija identifikacija, na osnovu 

podataka iz literature, nije mogla biti sa sigurnošću potvrđena, a koje su bile prisutne u značajnom 

udelu koji je omogućavao njihovo izolovanje – kao što su barbarin (18) i 5-fenil-1,3-tiazolidin-2-

on (97) – izolovane su i spektralno okarakterisane primenom IR, 1D i 2D NMR spektroskopije, 

kao i masene spektrometrije. Komponente koje nije bilo moguće izolovati – poput rezedina (20) – 

sintetisane su. Kod komponenti za koje identitet, na osnovu dostupnih eksperimentalnih i 

literaturnih podataka, nije mogao biti potvrđen u pogledu izomerije detektovanog jedinjenja – kao 

u slučaju izotiocijanata 99 – izvršena je sinteza svih mogućih izomera radi nedvosmislene 

identifikacije detektovanog metabolita.  
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Maseni spektar komponente detektovane u autolizatu korena sa RI 1799 pokazao je 

obrazac fragmentacije karakterističan za izotiocijanate, što sugeriše da se radi o degradacionom 

proizvodu glukozinolata (Slika 23). Maseni spektar karakteriše molekulski jon na m/z 179, dok 

osnovni pik na m/z 107 odgovara jonu C7H7O⁺, što ukazuje na prisustvo hidroksibenzil-fragmenta. 

Takođe, fragmentni jon na m/z 72, koji se može pripisati jonu CH2NCS⁺, potvrđuje prisustvo 

izotiocijanatne grupe. Na osnovu ovih zapažanja pretpostavljeno je da se jedinjenje može 

identifikovati kao jedan od izomera hidroksi-supstituisanih fenetil-izotiocijanata: 2-(2-

hidroksifenil)etil-izotiocijanat (99), 2-(3-hidroksifenil)etil-izotiocijanat (100) ili 2-(4-

hidroksifenil)etil-izotiocijanat (98). Sva tri položajna izomera prethodno su sintetisana i 

analizirana gasnom hromatografijom (GC), a njihovi EI maseni spektri dostupni su u literature 

(Narasimhachari & Vouros, 1974); međutim, podaci o retencionim indeksima (RI) nisu bili 

poznati, što je zahtevalo dodatnu potvrdu putem sinteze i koinjekcije radi nedvosmislene 

identifikacije. Poznato je da strukturni izomeri – naročito oni sa aromatičnim prstenom – često 

daju vrlo slične EI masene spektre, što otežava njihovo razlikovanje isključivo na osnovu 

fragmentacije (Radulović et al., 2012). Zbog navedenih ograničenja i nedostatka pouzdanih GC 

podataka o RI vrednostima (literaturno su bila dostupna samo retenciona vremena iz prethodno 

navedenog literraturnog izvora), tri pomenuta izomera su sintetisana iz odgovarajućih amina 

prema proceduri opisanoj u literaturi od strane Spencera i saradnika (2015) (Šema 1).  

 

Šema 1. Opšta šema sinteze 2-(2-hidroksifenil)etil-izotiocijanata (99), 2-(3-hidroksifenil)etil-

izotiocijanata (100) i 2-(4-hidroksifenil)etil-izotiocijanata (98). 

Nakon sprovedene sinteze, sintetisani izotiocijanati su koinjektovani sa uzorcima 

autolizata radi potpune i nedvosmislene identifikacije, pri čemu je jedinjenje na RI 1799 jasno 
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identifikovano kao 2-(4-hidroksifenil)etil-izotiocijanat (98). Ovaj rezultat je u skladu sa prethodno 

objavljenim podacima koji ukazuju da se i meta- i para-izomeri javljaju kao prirodni metaboliti u 

B. vulgaris, što će detaljnije biti razmotreno u nastavku diskusije. 

 

Slika 23. Maseni spektri jedinjenja detektovanih u autolizatima B. vulgaris – 2-(4-

hidroksifenil)etil-izotiocijanata (98, RI 1799) (maseni spektar gore levo) i 2-hidroksi-2-fenetil-

izotiocijanata (19, RI 1658) (maseni spektar gore desno) sa pretpostavljenim putevima 

fragmentacije (Gusinac et al., 2025). 

Komponenta sa retencionim indeksom (RI) 1658, detektovana u sva tri autolizata, pokazala 

je u masenom spektru obrazac fragmentacije veoma sličan prethodno opisanim izotiocijanatima 

(98–100). Detaljna analiza masenog spektra ovog jedinjenja dovela je do sličnih zaključaka – 

prisutan je molekulski jon na m/z 179, osnovni pik na m/z 107 koji odgovara C7H7O⁺ jonu (tj. 

hidroksibenzil-grupi), kao i fragment na m/z 72, koji se može pripisati CH₂NCS⁺ jonu 

karakterističnom za izotiocijanate. Pored toga, uočena su dva izražena pika na m/z 79 i m/z 77, 

koja se mogu objasniti fragmentacijom jona tropil-alkohola (m/z 107), uz naknadni gubitak CO 

(m/z 79) i H2 (m/z 77). Imajući u vidu značajno niži RI u odnosu na sva tri sintetisana izotiocijanata 
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fenolne strukture, kao i činjenicu da je jedinjenje slične strukture ranije navedeno u literaturi kao 

potencijalni prekursor u biosintezi barbarina zaključeno je da je reč o 2-hidroksi-2-fenetil-

izotiocijanat (Slika 23). Zbog očekivane hemijske reaktivnosti ovog jedinjenja i ograničenih 

podataka o GC retencionim indeksima, jedinjenje je preliminarno identifikovano kao 2-hidroksi-

2-fenetil-izotiocijanat (19). Ovakva identifikacija je u skladu sa ranijim istraživanjima, gde je 

navedeno kao produkt degradacije (epi)glukobarbarina (3) i prekursora (R)- ili (S)-barbarina, što 

je potvrđeno prethodnim istraživanjima (Cardenas et al., 2023; Liu et al., 2016) (videti Sliku 23). 

Fenilacetonitril (101) je detektovan u tragovima u analiziranom ulju i predložen kao 

mogući proizvod hidrolize glukotropeolina (benzil-glukozinolata). Do danas, ovaj glukozinolat 

nije zabeležen kao metabolit vrste B. vulgaris, verovatno zbog njegove izuzetno niske 

zastupljenosti, kao i ograničene osetljivosti dostupnih analitičkih tehnika pri standardnim 

eksperimentalnim uslovima. 

3-Fenilpropanonitril (102) identifikovan je kao najzastupljenija komponenta analiziranog 

etarskog ulja (25,5%), dok je u autolizatu korena detektovan u znatno manjoj koncentraciji (0,4%). 

Nasuprot tome, 2-fenetil-izotiocijanat (4) bio je jedan od dominantnih sastojaka autolizata korena 

(49,3%), a u etarskom ulju je zabeležen u znatno nižem udelu (3,1%). Pretpostavlja se da oba 

jedinjenja potiču hidrolizom istog glukozinolatnog prekursora – glukonasturtiina – pri čemu 

razlike u njihovim relativnim udelima verovatno odražavaju specifičnosti primenjenih postupaka 

izolovanja. Za navedeni izotiocijanat takođe je sugerisano da predstavlja biosintetski prekursor 

fitoaleksina nasturleksina A (87), koji je, istovremeno, intermedijer u biosintezi nasturleksina C 

(85) i D (86) (Pedras et al., 2015 a, b) (Slika 24). 

U autolizatima korena i nadzemnih delova bez cveta identifikovani su nasturleksini C (85) 

i D (86) na osnovu masenih spektara dostupnih u literaturi (Pedras & To, 2018; Cardenas et al., 

2023; Pedras et al., 2015a). Ranije su predložena dva biosintetska puta koja vode do ova dva 

fitoaleksina; međutim, još uvek nema dokaza o tome u kom se koraku uvodi meta-hidroksi grupa 

u aromatični prsten, budući da m-hidroksifenetil-izotiocijanat do sada nije detektovan u biljkama 

(Slika 24). Zbog izazova vezanih za njihovu sintezu, prisustvo i identifikacija ovih jedinjenja u 

autolizatima zasnivali su se isključivo na MS podacima objavljenim od strane Pedrasa i saradnika 

(Pedras et al., 2015a). 
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Slika 24. Biohemijska transformacija glukonasturtiina u B. vulgaris (Pedras & To, 2018; Cardenas 

et al., 2023; Liu et al., 2016; Agerbirk et al., 2018): A. Najzastupljeniji glukozinolati u B. vulgaris 

i njihovi proizvodi hidrolize: glukonasturtiin (1) i epiglukobarbarin (2 i 3), (R)- (18a) i (S)-barbarin 

(18b) i rezedin (20). B. Biosinteza nasturleksina A (87), C (85) i D (86) koja obuhvata dva 

predložena biosintetska puta. OATaza – oksazolidintionaza, Fe²⁺ – neenzimska transformacija 

katalizovana Fe(II)-jonima; za skraćenicu GSc videti Sliku 8 (Gusinac et al., 2025). 

Relativne zastupljenosti identifikovanih nasturleksina C i D podržavaju ranije predložene 

biosintetske puteve i ukazuju na lokalizovanu biosintezu fitoaleksina u podzemnim delovima 

biljke. Pored toga, dobijeni podaci sugerišu delimičnu biosintetsku konverziju glukonasturtina (1) 

u njegov 2-hidroksilovani derivat, epiglukobarbarin (3), u korenu. Čini se da je ova transformacija 
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u nadzemnim delovima biljke gotovo u potpunosti ostvarena, što potvrđuje uočeni odnos 2-fenetil-

izotiocijanata (16) i barbarina (18) u autolizatima. Ovakav obrazac ukazuje na moguću evolutivnu 

adaptaciju, pri čemu biljka diferencira odbrambene mehanizme u zavisnosti od ekološkog 

konteksta – primarno odvraćajući herbivore u nadzemnim delovima, dok se u podzemnim 

delovima dominatno suprotstavlja mikrobnim patogenima (Kuzina et al., 2011; Liu et al., 2016). 

Identifikacija 3-hidroksi-3-fenilpropanonitrila (103), kao i moguće prisustvo 2-hidroksi-2-

fenetil-izotiocijanata (19) u svim autolizatima, dodatno podržavaju predloženi biosintetski put. 

Konkretno, enzimska hidroksilacija glukonasturtina (1) dovodi do formiranja (epi)glukobarbarina 

(3), koji nakon hidrolize katalizovane mirozinazom, ili potencijalno alternativnim reakcijama, 

može dati ili 3-hidroksi-3-fenilpropanonitril (103) ili 2-hidroksi-2-fenetil-izotiocijanat (16). 

Smatra se da se nitril 103 formira neenzimskom degradacijom glukozinolata u prisustvu Fe(II)-

jona, kako je ranije opisano (Hanschen et al., 2014). Nasuprot tome, 2-hidroksi-2-fenetil-

izotiocijanat (16) nastaje enzimskom hidrolizom i poznato je da spontano ciklizuje u (R)- ili (S)-

barbarin, kao što je ranije pomenuto (Slika 24). 

Identifikacija rezedina (20) potvrđena je sintezom. Rezedin je sintetisan polazeći od rac-

2-amino-1-feniletanola, prema proceduri koju su opisali Nicolas i saradnici (Šema 2; Nicolas et 

al., 1993). 

 

Šema 2. Sinteza rezedina (rac-5-fenil-oksazolidin-2-ona) (20). 

U fiziološkim uslovima, u B. vulgaris, rezedin (20) nastaje iz barbarina (18) delovanjem 

enzima oksazolidintionaze (OATaza), kako su predložili Agerbirk i saradnici (2018; Slika 24). 

Pored B. vulgaris, rezedin je detektovan i u vrstama Nasturtium officinale i Reseda luteola. 

Agerbirk i saradnici pokazali su da se ovaj metabolit formira nakon oštećenja tkiva, dok u 

intaktnim biljkama nije detektovan. Autori su pretpostavili da je OATaza konstitutivno prisutna u 
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različitim biljnim tkivima i da katalizovanjem konverzije barbarina učestvuje u njegovom 

metabolizmu in vivo. 

U autolizatu G-tipa B. vulgaris uočava se pretežna zastupljenost samo jednog 

stereoizomera rezedina, što ukazuje da se ovaj metabolit verovatno formira enzimskim putem iz 

(R)-barbarina. Prema Agerbirku i saradnicima, oksazolidintionaza (OATaza) bi mogla imati ulogu 

u metabolizmu glukozinolata tako što učestvuje u njihovoj detoksikaciji, pri čemu se pretpostavlja 

da može doprineti i recikliranju sumpora. Autori ne isključuju ni druge funkcije ove reakcije – 

uključujući signalne i biosintetske procese ili učešće u indukovanim odbrambenim mehanizmima 

tokom formiranja fitoaleksina, što je u skladu sa poznatom bioaktivnošću oksazolidin-2-onskih 

derivata. Dodatno, činjenica da je aktivnost OATaze potvrđena u predstavnicima još jedne biljne 

familije sugeriše da ovaj enzim verovatno nije ograničen samo na rod Barbarea, već bi mogao biti 

raširen u okviru reda Brassicales (Agerbirk et al., 2018). 

Barbarin (18) je u uzorcima autolizata nadzemnih organa biljke utvrđen kao dominantni 

produkt razgradnje glukozinolata, pri čemu je udeo ovog metabolita u ukupnom profilu isparljivih 

jedinjenja varirao između 40,1% i 83,4% u svim autolizatima (Tabelа 2). Njegovo biosintetsko 

poreklo detaljno je razmatrano u radu Cardenasa i saradnika (Cardenas et al., 2023). Takođe, jasno 

je utvrđeno da se barbarin i rezedin javljaju kao enantiomerni parovi, što odražava stereohemiju 

njihovih odgovarajućih glukozinolatnih prekursora: glukobarbarina (2) i njegovog epimera, 

epiglukobarbarina (3) (Slika 24). 

Kao što je ranije navedeno, B. vulgaris obuhvata dva jasno divergentna geno- i hemotipa, 

G i P tip, koji se međusobno razlikuju kako u prostornoj distribuciji, tako i u profilu glukozinolata 

(Agerbirk et al., 2018; Byrne et al., 2017; Christensen et al., 2014). Populacije G-tipa, dominantne 

u centralnoevropskom arealu, produkuju prvenstveno glukobarbarin (2; 2S-epimer), dok je u 

istočnoevropskim populacijama češći P-tip, kod kojeg dominira biosinteza epiglukobarbarina (3; 

2R-epimer). Razlika između ova dva metabolita ogleda se isključivo u konfiguraciji 2-hidroksi 

supstituenta. 

Važno je istaći da B. vulgaris biosintetiše oba epimera, nezavisno od hemotipa i 

geografskog porekla, ali u varijabilnim udelima. Odnos glukobarbarin/epiglukobarbarin nije 

karakterističan samo za određeni hemotip, već i za konkretan biljni organ, pri čemu nadzemni i 

podzemni delovi pokazuju stabilno različite raspodele ovih epimera. Ovakav stereohemijski 
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obrazac omogućava hemotipsku diferencijaciju na osnovu stereohemijskog profila (Van Leur et 

al., 2006; Agerbirk et al., 2015; Byrne et al., 2017). 

Pored pomenutih jedinjenja koja su sintetisana u cilju njihove potpune identifikacije, 

dodatno su pripremljeni sledeći sintetski analozi metabolita B. vulgaris: 2-tioksotiazolidin-4-

karboksilna kiselina (17), ()-barbarin (18), nasturleksin A (87), kao i 4-hidroksi derivat 

nasturleksina A, metil-4-hidroksifenetilkarbamoditioat (96), prema reakcionim uslovima 

prikazanim na Šemama 3–6 i eksperimentalnim procedurama opisanim u Eksperimentalnom delu. 

U daljem toku rada, izolovana i sintetisana jedinjenja korišćena su za ispitivanje njihove biološke 

aktivnosti, što će biti preciznije opisano u daljoj diskusiji. 

 

Šema 3. Sinteza 2-tioksotiazolidin-4-karboksilne kiseline (17). 

 

 

Šema 4. Sinteza ()-barbarina (rac-5-fenil-1,3-oksazolidin-2-tiona) (18). 

 

 

Šema 5. Sinteza nasturleksina A (N-(2-fenetil)-N-metilditiokarbamat) (87).  
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Šema 6. Sinteza metil-4-hidroksifenetil ditiokarbamata (96). 

4.1.2. Određivanje apsolutne konfiguracije izolovanog barbarina 

Standardnim spektroskopskim tehnikama, poput GC-MS i osnovnih 1D/2D NMR metoda, 

nije moguće odrediti apsolutnu konfiguraciju na hiralnom centru niti razlikovati epimere u smeši. 

Zbog toga je za određivanje enantiomernog sastava (odnosno enantiomernog viška) kod 

izolovanog barbarina primenjena NMR titracija hiralnim lantanidnim shift-reagensom – 

europijum(III) tris[3-(heptafluorpropilhidroksimetilen)-D-kamforatom], Eu(hfc)3 (Mladenović & 

Radulović, 2017; Genčić & Radulović, 2015; Radulović et al., 2017; 2018). 

Kompleks Eu(hfc)3 se reverzibilno koordinira sa molekulom barbarina preko heteroatoma, 

pri čemu bi u prisustvu oba epimera došlo do formiranja dva dijastereomerna kompleksa i pojave 

različitih hemijskih pomeranja signala u NMR spektru. Suprotno tome, ukoliko je prisutan samo 

jedan epimer, očekuje se jedan set signala, pre i nakon titracije. Pošto je tiokarbonilni fragment 

jedino izraženije bazno mesto u molekulu, pretpostavlja se da koordinacija Eu(hfc)3 pretežno 

uključuje atom sumpora, što rezultuje paramagnetnim pomeranjem protonskih signala.  

Najpre je sprovedena NMR titracija sintetskog rac-barbarina (18), a zatim je isti postupak 

primenjen i na barbarin izolovan iz autolizata B. vulgaris. U obzir su uzeti odvojeni ekstrakti 

nadzemnih (stabljika i listovi) i podzemnih delova (koren), imajući u vidu ranije zabeležene razlike 

u metabolizmu između organa biljke (Van Leur et al., 2006; Radulović et al., 2014). Tokom 

titracije rac-barbarina zabeleženo je postepeno pomeranje protonskih signala, u skladu sa 

literaturnim podacima (Radulović et al., 2017; Radulović et al., 2018). Pri molarnom odnosu 

Eu(hfc)3 : rac-barbarin = 0,41, signali protona na C-4 dva enantiomera postali su jasno razdvojeni 

(Slika 25). 

Primena istog postupka na izolovani barbarin pokazala je prisustvo samo jednog seta C-4 

signala u oba ispitivana uzorka, što ukazuje da je prirodni barbarin enantiomerno čist. Poređenjem 
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ΔEu vrednosti i promene hemijskih pomeranja sa referentnim podacima utvrđeno je da barbarin 

izolovan iz nadzemnih i podzemnih delova biljke poseduje S-apsolutnu konfiguraciju na C-5 

hiralnom centru (Slika 26). 

 

 

Slika 25. A) Hemijska pomeranja signala u ¹H NMR spektru sintetskog rac-barbarina prilikom 

postepenog dodavanja Eu(hfc)3 reagensa, snimljeni u C6D6 (400 MHz). Molarni odnos 

Eu(hfc)3/barbarin: 0 (1), 0.069 (2), 0.13 (3), 0.21 (4), 0.31 (5) i 0.41 (6) (Gusinac et al., 2025). 
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Slika 26. A) Hemijska pomeranja signala u ¹H NMR spektru izolovanog barbarina prilikom 

postepenog dodavanja Eu(hfc)3 reagensa, snimljeni u C6D6 (400 MHz). Molarni odnos 

Eu(hfc)3/barbarin: 0 (1), 0,07 (2), 0,13 (3) i 0,20 (4). B) Odnos između δH vrednosti (ppm) i 

molarnog odnosa Eu(hfc)3/barbarin za protone H-4a, H-4b i H-5 (S)-barbarina, sa prikazanim 

jednačinama odgovarajućih regresionih pravih (Gusinac et al., 2025).  
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4.1.3. Izomerizacija barbarina u 5-fenil-1,3-tiazolidin-2-on 

5-Fenil-1,3-tiazolidin-2-on (97) nije tipičan produkt razgradnje glukozinolata u biljkama, 

ali može nastati kao rezultat neenzimske izomerizacije barbarina. Nekoliko ranijih rezultata 

ukazuju da barbarin ili njegovi derivati mogu podleći naknadnim transformacijama pod 

kontrolisanim uslovima formirajući tiazolidinonske i oksazolidinonske derivate, najčešće tokom 

eksperimentalnog rada ili pod neenzimskim uslovima. Ovi rezultati ukazuju na mogućnost 

nastanka sekundarnih produkata, odnosno analitičkih artefakata, koji ne predstavljaju nativne 

biljne metabolite. 

Na primer, Agerbirk i Olsen (2015) pokazali su da se p-hidroksi-epiglukobarbarin (5), 

karakterističan za istočni hemotip (P-tip), nakon hidrolize spontano preuređuje u termodinamički 

stabilniji 1,3-tiohidrooksazolidinski derivat, što ilustrije sklonost ovih jedinjenja ka naknadnim 

strukturnim transformacijama. Radulović i saradnici (2017; 2018) dodatno su pokazali da 5-fenil-

1,3-oksazolidin-2-tion (18) može preći u odgovarajući 5-fenil-1,3-tiazolidin-2-on (97), kako u 

gasnoj fazi tokom GC-MS analize (injektor, kolona i/ili transfer linija), tako i u rastvoru pri 

povišenoj temperaturi. U ovom slučaju pretpostavljen je slobodnoradikalski mehanizam 

odigravanja reakcije izomerizacije, za razliku od jonskog mehanizma koji uključuje benzil-katjon 

opisanog za p-hidroksilne derivate od strane Agerbirka i Olsena.  

Pedras i saradnici (2015a) detektovali su 5-fenil-1,3-tiazolidin-2-on tek nakon 

frakcionisanja ekstrakata B. vulgaris, dok u sirovom ekstraktu nije bio prisutan, što je ukazalo na 

mogućnost da se ovo jedinjenje formira tokom obrade uzorka. Autori su tom prilikom spekulisali 

da bi derivat mogao nastati iz nasturleksina C (85); međutim, naši rezultati ne podržavaju takvu 

pretpostavku. Naprotiv, dobijeni eksperimentalni podaci jasno ukazuju da 5-fenil-1,3-tiazolidin-

2-on zapravo nastaje neenzimskom transformacijom barbarina, kao sekundarni produkt odnosno 

artefakt uslovljen načinom čuvanja uzorka. 

Naime, barbarin prisutan u autolizatima – inicijalno detektovan i prikazan u Tabeli 2 – 

pokazao je potpunu izomerizaciju u odgovarajući 1,3-tiazolidin-2-on pri ponovnoj analizi nakon 

dugotrajnog skladištenja na 4 °C (polučvrst uzorak, čuvan nekoliko meseci u zatvorenoj vijali, bez 

prisustva svetlosti i rastvarača). Sličan rezultat zabeležen je i u drugom uzorku autolizata u kojem 

je barbarin bio dominantna komponenta; u ovom slučaju, čak i kratkotrajno čuvanje na sobnoj 

temperaturi, tokom svega nekoliko nedelja, dovelo je do potpune transformacije u isti derivat. 
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Koliko je nama poznato, ovo predstavlja prvi eksperimentalno potvrđeni slučaj potpune 

izomerizacije barbarina tokom skladištenja uzorka, za razliku od ranije opisanih slučajeva koji su 

uglavnom povezivani sa procesiranjem ili analitičkom obradom materijala.  

Uočena transformacija najverovatnije se odvija jonskim mehanizmom (Slika 27), preko 

stabilizovanog benzil-katjonskog intermedijera koji nastaje u blago kiseloj sredini autolizata, što 

pogoduje rekombinaciji u termodinamički stabilniju tiazolidinonsku formu. Dobijeni rezultati 

jasno ukazuju na značaj pravilnog rukovanja i skladištenja uzoraka glukozinolata, budući da čak i 

relativno blagi uslovi (4 °C, bez rastvarača) mogu dovesti do potpunog strukturnog preuređenja 

barbarina.  

 

Slika 27. Predloženi mehanizam izomerizacije barbarina (5-fenil-1,3-oksazolidin-2-tion, 18) u 5-

fenil-1,3-tiazolidin-2-on (97) (Gusinac et al., 2025). 

Ovo zapažanje dopunjuje postojeća znanja o degradacionim proizvodima glukozinolata i 

naglašavaju važnost pažljivog razmatranja neenzimskih transformacija koje mogu nastati tokom 

skladištenja, rukovanja uzorcima i analitičke obrade. 

4.1.4. Hemotipska varijabilnost i glukozinolati izvedeni iz homofenilalanina 

Istraživanja fitohemijskog sastava vrste B. vulgaris ukazuju na postojanje dva dominantna 

hemotipa sa jasnom geografskom diferencijacijom. P-tip se pretežno sreće u istočnim 

populacijama, dok je G-tip karakterističan za centralnoevropsko područje. Osim ovih osnovnih 

varijanti, pojedine populacije pokazuju neuobičajene glukozinolatne profile, uključujući retke 

fenetil- i hidroksifenetil-derivate, što ukazuje na izraženu hemijsku raznovrsnost unutar vrste.  

Agerbirk i saradnici (2015) su utvrdili da se P- i G-tip pouzdano razlikuju po prisustvu 

odnosno odsustvu p-hidroksi-epiglukobarbarina. Agerbirk i saradnici su utvrdili da se P- i G-tip 

pouzdano razlikuju po prisustvu odnosno odsustvu p-hidroksi-epiglukobarbarina; ovaj derivat je 
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dosledno detektovan u većini ispitanih populacija P-tipa, dok u G-tipu nije uočen, izuzev jednog 

uzorka iz Bugarske u kome je identifikovan p-hidroksiglukobarbarin (4) (Agerbirk et al., 2015). 

Fenolni glukozinolati poput m-hidroksi-epiglukobarbarina (8) i p-hidroksiglukonasturtina (6) 

povremeno su registrovani kod P-tip jedinki, ali u tragovima i bez jasnog geografskog obrasca. 

Ipak, u populaciji sa planine Kavkaz detektovane su veće količine m-hidroksiglukonasturtiina (7), 

što dodatno potvrđuje lokalnu specifičnost tog područja (Agerbirk et al., 2015). 

Sveukupno, autori su zaključili da G-tip dominantno akumulira glukobarbarin (2; 2S-

epimer), dok su fenolni derivati u ovom tipu uglavnom nedetektabilni. Nasuprot tome, P-tip 

pretežno sadrži epiglukobarbarin (3; 2R-epimer), zajedno sa pripadajućim para- i meta-

hidroksilovanim derivatima (Agerbirk et al., 2015). Dalje, poređenjem glukozinolatnih profila 

brojnih populacija B. vulgaris, Agerbirk i saradnici (2015) identifikovali su i geografski 

strukturisan polimorfizam. Dva posebno značajna izuzetka su: 

1. Slovenačka populacija (G-tip) sa visokom učestalošću alternativne biosintetske varijante 

glukobarbarina, označene kao „NAS forma”, koja se javlja zajedno sa standardnim G-tip 

profilom; 

2. Kavkaska populacija sa izrazito divergentnim GSL sastavom, uključujući p- i m-

hidroksifenetil glukozinolate, kao i delimično okarakterisan m,p-disupstituisani hidroksi-

metoksi fenetil-GSL, jedinjenja koja su bila odsutna ili prisutna u zanemarljivim 

količinama u drugim populacijama. 

Kavkaz je poznat po visokom intraspecijskom diverzitetu, verovatno usled uloge 

glacijalnog refugijuma i biogeografske zone konvergencije. Autori su stoga oprezno spekulisali da 

neuobičajeni kavkaski hemotip može nastati: (i) hibridizacijom P- i G-tipova, (ii) uticajem do sada 

neidentifikovanih južnih/evroazijskih linija ili (iii) očuvanjem starog genetskog bazena iz koga su 

se razvile moderne P-populacije. 

S obzirom na to da je Kavkaz region sa značajnom intraspecijskom biodiverzitetom – 

verovatno zbog svoje istorije kao glacijalnog utočišta i biogeografske zone konvergencije – autori 

su pažljivo spekulisali o poreklu i implikacijama biohemijski odstupajućeg tipa uočеnog tamo. 

Predložili su nekoliko mogućnosti: profil je mogao nastati kroz hibridizaciju između P- i G-tipova; 

mogao bi uključivati hipotetičke hemotipove iz južnih ili istočnih regiona; ili bi mogao 
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predstavljati prastar genetski fond od kojeg su izvedeni severoistočni P-tipovi (Agerbirk et al., 

2015). 

Širok dijapazon glukozinolatnih profila u B. vulgaris može se u velikoj meri objasniti 

aktivnošću nekoliko ključnih gena odgovornih za hidroksilaciju i metoksilaciju 

homofenilalaninskih GSL, što je ilustrovano na Slici 28. U predloženom modelu, geni RHO i SHO 

utiču na formiranje R- i S-epimera, dok PHO verovatno omogućava para-hidroksilaciju, a MHO 

se razmatra kao mogući regulator meta-hidroksilacije. Tako, kod P-tipa dominira ekspresija RHO 

alela, dok je kod G-tipa zastupljeniji SHO, sa razlikom zavisno o biljnom organu. NAS-varijanta 

se tumači slabom ekspresijom oba gena, dok kombinacija srednje aktivnosti RHO/SHO uz snažnu 

aktivnost PHO/OME gena objašnjava jedinstvenu kavkasku hemotipsku sliku (Agerbirk et al., 

2015; Byrne et al., 2017). 

 

 

Slika 28. Hipotetički biosintetski putevi kojim se može objasniti uočenu raznovrsnost 

glukozinolata kod B. vulgaris (Agerbirk et al., 2015). 

Naši podaci uklapaju se u ovaj koncept. Uzorak iz Srbije, analiziran na osnovu 

degradacionih proizvoda GSL, pokazao je tipičan P-tip profil, što je potvrđeno detekcijom (S)-

barbarina. Dodatni nalaz p-hidroksifenetil-izotiocijanata (98) sugeriše visoku ekspresiju RHO, 
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prethodno nepovezane sa G-morfologijom. Međutim, na osnovu morfoloških osobina, biljka 

pokazuje osobine G-tipa (slabije olistanje trihoma na lisnoj rozeti). Ovakva neskladnost može 

sugerisati hibridizaciju između P- i G-tipa ili postojanje još uvek neokarakterisanog južnog 

genotipa. Iako zaključak na osnovu jednog uzorka ostaje preliminaran, naši nalazi naglašavaju 

potrebu za sveobuhvatnim ispitivanjem GSL profila u balkanskim populacijama B. vulgaris, 

uključujući LC-MS analizu intaktnih GSL, genotipizaciju markera RHO/SHO/PHO i morfološka 

merenja trihoma. Takva istraživanja mogu pružiti važne uvide u moguće hibridizacije između P- i 

G-tipova, ili otkriti postojanje hipotetičkog južnog genotipa B. vulgaris. 

4.1.5. In silico ispitivanje inhibitornog potencijala (R)-barbarina i njegovog 

platina(II) kompleksa prema PBP1a proteinu 

Cilj ovog dela rada bio je da se in silico proceni potencijal (R)-barbarina (18), dominantnog 

metabolita u G-tipu B. vulgaris, kao i njegovog Pt(II)-kompleksa sa 2-fenilpiridinom i barbarinom, 

u inhibiciji penicilin-vezujućeg proteina PBP1a, ključnog enzima u biosintezi peptidoglikana kod 

Streptococcus pneumoniae. Primena molekulskog modelovanja – optimizacija geometrije (DFT) 

i doking simulacije – pokazala je da oba liganda formiraju stabilne komplekse sa PBP1a, pri čemu 

je Pt(II)-kompleks (b) pokazao najnižu energiju vezivanja i najmanju vrednost inhibicione 

konstante (Ki), što ukazuje na najjači afinitet prema enzimu i najviši inhibitorni potencijal u odnosu 

na ispitane strukture. (R)-Barbarin (a) pokazao je inhibicioni učinak sličan referentnom antibiotiku 

laktavacinu (c), dok je kompleks (b) bio značajno potentniji. Kao referentno jedinjenje za 

poređenje korišćen je laktavacin, čiji se antibakterijski efekat zasniva na inhibiciji PBP1a proteina 

(Nozaki et al., 1989; Jeremić et al., 2023). 

Rezultati prikazani u Tabeli 10 jasno potvrđuju razlike u afinitetu liganada prema PBP1a. 

Najpovoljniju energiju vezivanja i najnižu Ki vrednost pokazao je kompleks b, što ukazuje na 

najjaču inhibiciju. Nasuprot tome, ligandi a i c pokazuju slabije vezivanje, što je u skladu sa višim 

Ki vrednostima. Prisustvo metalnog centra u kompleksu (b) očigledno doprinosi jačoj stabilizaciji 

liganda u aktivnom mestu enzima i povećanoj inhibitornoj aktivnosti. 
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Slika 29. Optimizovane strukture (gore) i doking položaji sa najnižom energijom vezivanja (dole) 

za barbarin (a), Pt(II)-kompleks sa 2-fenilpiridinom i barbarinom (b) i laktavacin (c) (Jeremić et 

al., 2023). 

Tabela 3. Energetski parametri dokinga i inhibicione konstante (Ki) ispitivanih liganada (Jeremić 

et al., 2023). Oznake a, b i c odgovaraju strukturama prikazanim na Slici 29. Ki vrednosti prikazane 

su u μM, energije u kcal/mol.  

Ligand ΔG(energija vezivanja) Ki ΔG(intemol. energija) ΔG(vdw+hbond+desolv) 

a -5,48 95,93 -5,78 -5,77 

b -9,07 0,226 -9,96 -9,97 

c -5,76 59,75 -6,96 -6,90 

Ovi nalazi ukazuju da barbarin i posebno ispitani Pt(II)-kompleks predstavljaju 

perspektivne molekule za dalje ispitivanje inhibitornog delovanja na PBP1a. Ipak, neophodno je 

sprovesti dodatna in vitro i in vivo testiranja kako bi se potvrdila aktivnost, selektivnost i stabilnost 

ovih jedinjenja.  
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4.2. ANTIMIKROBNA, ANTIOKSIDATIVNA I ANTIINFLAMATORNA 

AKTIVNOST SINTETISANIH I IZOLOVANIH JEDINJENJA 

4.2.1. Antimikrobna i antibiofilm aktivnost 

Antimikrobna aktivnost i antibiofilm svojstva jedinjenja dobijenih iz glukozinolata imaju 

značajnu ekološku i farmakološku ulogu. Usled porasta rezistencije na antibiotike, ispitivanje 

odabranih jedinjenja na humanim patogenima može doprineti razvoju potencijalnih antimikrobnih 

strategija, dok ista jedinjenja u biljkama imaju važnu odbrambenu funkciju protiv patogena. Prema 

dostupnim literaturnim podacima, prethodna istraživanja ukazala su na to da određeni 

izotiocijanati i fitoaleksini poseduju izraženu antibakterijsku i antifungalnu aktivnost, često 

praćenu sposobnošću inhibicije formiranja biofilma (Melander et al., 2020; Liu et al., 2023). 

Antibiofilm aktivnost predstavlja naročito značajnu osobinu ovih jedinjenja. Biofilmovi su 

poznati po visokoj otpornosti na uklanjanje i često su uzrok hronično prisutnih infekcija. Procena 

aktivnosti jedinjenja na humane patogene, saprofite omogućava dvostruku perspektivu – sa jedne 

strane ističe farmakološki potencijal, dok sa druge naglašava njihovu ekološku funkciju u biljci. 

U okviru ove doktorske disertacije cilj je bio proširiti postojeća, relativno oskudna saznanja 

o biološkoj aktivnosti sekundarnih metabolita vrste B. vulgaris, uprkos njenoj širokoj 

rasprostranjenosti. Ovo istraživanje predstavlja prvi detaljan prikaz antimikrobne aktivnosti ovih 

metabolita sproveden na teritoriji Srbije. Testiranja antibiofilm i antimikrobne aktivnosti izvedena 

su in vitro, i to ne samo prema fitopatogenima, već i prema klinički relevantnim humanim 

patogenima. Time se dodatno naglašava potencijal ovih bioaktivnih molekula ne samo u 

poljoprivrednoj, već i u medicinskoj i biotehnološkoj primeni. 

Antimikrobna aktivnost  

Minimalna inhibiciona koncentracija (MIC) i odgovarajuća minimalna mikrobicidna 

koncentracija (MMC), uključujući minimalnu baktericidnu (MBC) ili minimalnu fungicidnu 

koncentraciju (MFC), korišćene su za in vitro procenu antibakterijske i antifungalne aktivnosti 

izolovanih i sintetisanih jedinjenja. Antimikrobna aktivnost prema odabranim humanim 

patogenima, saprofitima i fitopatogenima prikazana je u Tabeli 4, dok su aktivnosti referentnih 

antibiotika i antifungalnih agenasa prikazane u Tabeli 5. Testirane koncentracije kretale su se u 
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opsegu od 5 mg/mL do 0,039 mg/mL. Intenzitet antimikrobne aktivnosti varirao je u zavisnosti od 

strukture jedinjenja i vrste mikroorganizma. 

Među analiziranim jedinjenjima, 96 i 98 su ispoljila najizraženiju antibakterijsku aktivnost. 

MIC vrednosti za jedinjenje 98 kod pojedinih sojeva iznosile su <0,039 mg/mL, dok su za 

jedinjenje 96 bile u rasponu od 0,078 do 0,625 mg/mL. U grupi Gram-pozitivnih bakterija, 

jedinjenje 98 je pokazalo značajnu aktivnost na rast B. animalis subsp. lactis (MIC <0,039 mg/mL) 

i S. aureus (MIC 0,078 mg/mL). Među Gram-negativnim vrstama, zabeležena je visoka aktivnost 

na rast vrsta E. coli (MIC <0,039 mg/mL), E. coli ATCC 25922 (MIC 0,078 mg/mL) i P. mirabilis 

(MIC 0,156 mg/mL) (Mavrić-Scholze et al., 2025). 

Jedinjenje 96 je takođe ispoljilo širok spektar antimikrobne aktivnosti, sa izraženom 

efikasnošću prema Gram-negativnim vrstama poput P. mirabilis (MIC 0,156 mg/mL), E. coli i E. 

coli ATCC 25922 (MIC i MBC obe 0,312 mg/mL). Uočena je nešto jača aktivnost prema Gram-

pozitivnim bakterijama, naročito B. subtilis ATCC 6633 i B. animalis subsp. lactis (MIC 0,078 

mg/mL) (Mavrić-Scholze et al., 2025).  

Jedinjenje 17 je pokazalo značajnu antibakterijsku aktivnost, sa MIC vrednostima u opsegu 

0,156–2,5 mg/mL. Najniža MIC vrednost je zabeležena u odnosu na rast S. aureus (0,156 mg/mL), 

dok su S. aureus ATCC 25923, B. animalis subsp. lactis, B. pumilus NCTC 8241 i E. coli ATCC 

25922 pokazali MIC vrednost od 0,625 mg/mL (Mavrić-Scholze et al., 2025). 

Jedinjenje 20 je ispoljilo umerenu antimikrobnu aktivnost (MIC 1,25–5 mg/mL). Najveća 

efikasnost primećena je prema Gram-negativnim vrstama (E. coli, E. coli ATCC 25922 i S. 

enterica, MIC 1,25 mg/mL), dok je umerena aktivnost zabeležena protiv Gram-pozitivnih 

bakterija, kao što su S. aureus i B. animalis subsp. lactis (MIC 2,5 mg/mL).  

Rac-barbarin (18) je takođe pokazao umerenu antibakterijsku aktivnost (MIC 1,25–5 

mg/mL), pri čemu je najefikasniji bio protiv S. aureus, S. aureus ATCC 25923, B. animalis subsp. 

lactis i B. pumilus NCTC 8241 (MIC 1,25 mg/mL). Jedinjenje 87 pokazalo je sličnu aktivnost 

(MIC 1,25–5 mg/mL), gde su B. pumilus NCTC 8241, B. animalis subsp. lactis i E. coli ATCC 

25922 pokazali kao najosetljiviji sojevi (MIC 1,25 mg/mL). (S)-Barbarin (18b) je ispoljio 

selektivnu i specifičnu antibakterijsku aktivnost prema određenim vrstama. Nasuprot tome, sve 

testirane bakterijske vrste bile su rezistentne na jedinjenje 97, koje nije pokazalo uočljivu 

antibakterijsku aktivnost u ispitivanom koncentracionom opsegu (Mavrić-Scholze et al., 2025). 
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Tabela 4. Antimikrobna aktivnost izolovanih i sintetisanih jedinjenja (Mavrić-Scholze et al., 2025).1 

Vrste/jedinjenja 
87 96 17 18 18b 97 20 98 

MIC MMC MIC MMC MIC MMC MIC MMC MIC MMC MIC MMC MIC MMC MIC MMC 

B. subtilis ATCC 6633 2,5 >5 0,078 1,25 2,5 5 2,5 5 >5 >5 >5 >5 5 5 0,312 >5 

B. cereus 5 5 0,156 0,625 2,5 2,5 5 5 >5 >5 >5 >5 5 5 0,156 1,25 

B. pumilus NCTC 8241 1,25 2,5 0,156 0,156 0,625 0,625 1,25 2,5 2,5 5 >5 >5 5 5 0,156 0,156 

B. animalis subsp, lactis 1,25 2,5 0,078 0,625 0,625 2,5 1,25 5 1,25 5 >5 >5 2,5 5 <0,039 0,625 

S. aureus ATCC 25923 5 5 0,156 0,156 0,625 0,625 1,25 2,5 5 >5 >5 >5 5 5 0,156 0,625 

S. aureus 5 5 0,312 0,312 0,156 0,312 1,25 1,25 >5 >5 >5 >5 2,5 5 0,078 0,312 

E. coli ATCC 25922 1,25 1,25 0,312 0,312 0,625 1,25 2,5 5 5 5 >5 >5 1,25 2,5 0,078 0,312 

E. coli 2,5 5 0,312 0,312 1,25 5 2,5 5 5 5 >5 >5 1,25 2,5 <0,039 0,625 

P. mirabilis 5 5 0,156 0,312 2,5 2,5 2,5 5 5 5 >5 >5 2,5 2,5 0,156 0,625 

S. enterica 5 5 0,625 1,25 2,5 2,5 2,5 5 5 >5 >5 >5 1,25 2,5 0,312 1,25 

K. pneumoniae 5 5 0,625 0,625 2,5 2,5 2,5 5 5 5 >5 >5 2,5 2,5 0,312 0,625 

C. albicans ATCC 10231 1,25 >5 2,5 >5 0,312 1,25 5 5 5 >5 >5 >5 2,5 5 2,5 2,5 

T. viride ATCC 13233 0,625 1,25 0,156 0,312 2,5 5 2,5 2,5 5 5 >5 >5 1,25 2,5 <0,039 <0,039 

A. flavus ATCC 9170 1,25 2,5 0,312 0,625 5 5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 2,5 2,5 <0,039 <0,039 

F. solani ATCC 11712 1,25 1,25 0,156 0,234 0,625 0,625 2,5 3,75 5 >5 >5 >5 2,5 2,5 <0,039 <0,039 

1
Podaci su dati u mg/mL; MIC – minimalna inhibiciona koncentracija; MMC – minimalna mikrobicidna koncentracija (uključuje MBC ili MFC); „>5“ označava 

odsustvo aktivnosti pri najvišoj testiranoj koncentraciji (5 mg/mL).  
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Tabela 5. Antimikrobna aktivnost antibiotika/antimikotika (Mavrić-Scholze et al., 2025).1  

Vrste/antibiotici/ 

antimikotici 

Doksiciklin Ampicilin Ketokonazol Amfotericin B 

MIC MMC MIC MMC MIC MMC MIC MMC 

B. subtilis ATCC 6633 1,953 31,25 3 4 - - - - 

B. cereus 0,977 7,81 4 6 - - - - 

B. pumilus NCTC 8241 - - 8 12 - - - - 

B. animalis subsp. lactis 4 8 <0,06 0,12 - - - - 

S. aureus ATCC 25923 0,224 3,75 0,25 0,75 - - - - 

S. aureus 0,45 7,81 <0,06 <0,06 - - - - 

E. coli ATCC 25922 15,63 31,25 0,37 0,5 - - - - 

E. coli 15,63 62,5 1,2 2,1 - - - - 

P. mirabilis 15,63 62,5 ˃128 ˃128 - - - - 

S. enterica 15,63 31,25 1 1 - - - - 

K. pneumoniae 2 32 ˃128 ˃128 - - - - 

C. albicans ATCC 10231 - - - - 1,96 1,96 <0,098 <0,098 

T. viride ATCC 13233 - - - - 62.5 125 0,78 1,56 

A. flavus ATCC 9170 - - - - <0,49 1,96 0,39 0,78 

F. solani ATCC 11712 - - - - 0,08 0,156 - - 

1
Podaci su dati u µg/mL; MIC – minimalna inhibiciona koncentracija; MMC – minimalna mikrobicidna koncentracija (uključuje MBC ili MFC); „–“ – nije 

testirano. 
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Testirane vrste gljiva pokazale su najveću osetljivost na izotiocijanat 98 i jedinjenje 96, sa 

MIC vrednostima u opsegu 0,039–2,5 mg/mL, a kod pojedinih sojeva ispod tog opsega za 

izotiocijanat 98, odnosno 0,156–2,5 mg/mL za jedinjenje 96. Među ispitivanim gljivama, T. viride 

ATCC 13233, A. flavus ATCC 9170 i F. solani ATCC 11712 bile su najosetljivije na 98, sa MIC 

i MFC vrednostima <0,039 mg/mL. Jedinjenje 17 pokazalo je najizraženiju antifungalnu aktivnost 

prema C. albicans ATCC 10231 (MIC 0,312 mg/mL), dok je jedinjenje 87 ispoljilo umerenu 

aktivnost (MIC 1,25 mg/mL). Ostala testirana jedinjenja delovala su slabije, u zavisnosti od vrste 

gljive i stepena selektivnosti. Svi ispitivani gljivični sojevi bili su rezistentni na jedinjenje 97, koje 

nije pokazalo uočljivu antifungalnu aktivnost u ispitivanom koncentracionom rasponu (Mavrić-

Scholze et al., 2025). 

Degradacioni proizvodi glukozinolata pokazali su varijabilan antimikrobni efekat prema 

bakterijskim i gljivičnim sojevima, uz jasne razlike u delovanju na Gram-pozitivne i Gram-

negativne bakterije. Izotiocijanat 98, u skladu sa širokospektralnim profilom aktivnosti, svrstava 

se među najefikasnija jedinjenja, verovatno zahvaljujući elektrofilnosti –N=C=S grupe i njenoj 

reaktivnosti prema tiolnim i aminokiselinskim ostacima u proteinima mikroorganizama. Jedinjenja 

koja sadrže fenolne grupe (96 i 98) takođe su pokazala izraženu antimikrobnu aktivnost, što 

ukazuje na to da prisustvo hidroksilne grupe na aromatičnom prstenu doprinosi jačim 

interakcijama sa mikrobnim strukturama. Nasturleksin A (87) i heterociklični derivati, poput 

barbarina (18, 18b) i njegovog oksazolidinon analoga (20), ispoljili su antimikrobni potencijal 

užeg spektra delovanja. 

Biljna vrsta B. vulgaris prirodno sintetiše fitoaleksine sa fenilnom grupom, među kojima 

se ističu nasturleksin C (85) i D (86) i njihovi sulfoksidni derivati (88 i 89) (Pedras et al., 2015a). 

Ovi metaboliti pokazuju aktivnost protiv specifičnih patogena krstašica, verovatno funkcionišući 

kao deo odbrambenog mehanizma biljke (Pedras et al., 2015a; Pedras et al., 2015b; Cárdenas et 

al., 2023). Dobijeni rezultati dodatno ukazuju na to da B. vulgaris proizvodi strukturno raznovrsne 

sekundarne metabolite koji zajedničkim, potencijalno sinergističkim delovanjem doprinose 

adaptivnom odgovoru biljke na spoljašnje stresore. 

Prema rezultatima ispitivanja, jedinjenja sa para-hidroksilnom grupom na benzenovom 

prstenu (96 i 98) pokazala su najviši stepen aktivnosti. Pretpostavlja se da prisustvo hidroksilnih 

grupa pospešuje formiranje vodoničnih veza i povećava polarizovanost molekula, što poboljšava 
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interakcije sa mikroorganizmima. Ovakva zapažanja ukazuju na jasnu povezanost strukture i 

biološke aktivnosti (SAR). Dodatno, aktivnost izotiocijanata, konkretno jedinjenja 98, može se 

povezati i sa elektrofilnošću –N=C=S grupe, koja lako reaguje sa tiolnim i aminokiselinskim 

ostacima proteina mikroorganizama (Mavrić-Scholze et al., 2025).  

Inhibicija formiranja biofilma 

Formiranje biofilma predstavlja važan faktor virulentnosti kod klinički i ekološki značajnih 

bakterija, jer omogućava povećanu otpornost na antimikrobne agense i doprinosi opstanku 

mikroorganizama unutar domaćina, ali i u spoljašnjoj sredini (Sharma et al., 2023). U ovom delu 

istraživanja, testirana je antibiofilm aktivnost izolovanih i sintetisanih metabolita biljne vrste B. 

vulgaris. Dobijeni rezultati pružaju novu perspektivu u razumevanju biološke aktivnosti 

sekundarnih metabolita ove vrste i ukazuju na njihov potencijal u kontroli mikroorganizama 

povezanih sa biofilmom. 

Posebno se istakla antibiofilm aktivnost pojedinih jedinjenja. S obzirom na to da su 

biofilmovi poznati po izraženoj rezistenciji, te da doprinose razvoju hroničnih infekcija kako u 

kliničkom kontekstu tako i u poljoprivredi, sposobnost metabolita B. vulgaris da inhibiraju 

formiranje biofilma predstavlja značajan dodatak njihovom spektru bioloških efekata. Ovo 

svojstvo ih izdvaja od mnogih konvencionalnih antimikrobnih agenasa, koji često ne uspevaju da 

efikasno deluju na biofilmom zaštićene patogene. Procena aktivnosti prema humanim patogenima 

omogućila je potpunije razumevanje njihovog delovanja, pri čemu visoka aktivnost prema ovim 

mikroorganizmima ukazuje na značajan farmakološki i translacioni potencijal. 

Formiranje biofilma kvantifikovano je bojenjem kristal-violetom i merenjem apsorbancije. 

Među ispitivanim sojevima, S. aureus ATCC 25923, B. subtilis ATCC 6633, P. mirabilis, S. 

enterica i K. pneumoniae pokazali su najveći kapacitet formiranja biofilma, sa vrednostima 

apsorbancije od 1,33; 0,77; 1,02; 1,19 i 1,61, redom. 

Među testiranim jedinjenjima, 96 i 98 pokazala su najizraženiju antibiofilm aktivnost, kako 

prema Gram-pozitivnim, tako i prema Gram-negativnim vrstama, što se ogleda u niskim 

vrednostima BIC50 i BIC90 (Tabela 6). Najsnažniju aktivnost na sposobnost formiranja biofilma 

ispoljilo je jedinjenje 96, sa BIC50 vrednostima od 220 µg/mL prema S. aureus ATCC 25923, 290 

µg/mL prema B. subtilis ATCC 6633 i 580 µg/mL prema K. pneumoniae. Iako su BIC90 vrednosti 
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bile relativno visoke, jedinjenje 96 je i dalje pokazalo merljivu antibiofilm aktivnost za više 

testiranih sojeva (Mavrić-Scholze et al., 2025). 

Jedinjenje 98 takođe je ispoljilo značajnu aktivnost na sposobnost formiranja biofilma, 

naročito prema K. pneumoniae (BIC50 570 µg/mL; BIC90 2000 µg/mL) i S. aureus ATCC 25923 

(BIC50 868 µg/mL), dok je znatno slabija aktivnost primećena protiv S. enterica (bez BIC90 

vrednosti ispod 5000 µg/mL). Ovakvi rezultati ukazuju na selektivniji antibiofilm efekat jedinjenja 

98 u poređenju sa jedinjenjem 96, čija aktivnost pokazuje izraženiji vrsta-specifičan odgovor.  

Rac-barbarin (18) ispoljio je umerenu antibiofilm aktivnost na sposobnost formiranja 

biofilma, naročito prema S. enterica (BIC50 1000 µg/mL), ali bez značajnijih efekata na višim 

koncentracijama, budući da su BIC₉₀ vrednosti za većinu sojeva prelazile 5000 µg/mL. Slično 

tome, jedinjenje 17 pokazalo je određeni inhibicioni efekat, posebno prema B. subtilis ATCC 6633 

i K. pneumoniae (BIC50 1190 i 1262 µg/mL), iako su i ovde BIC90 vrednosti bile visoke. Nasuprot 

njima, jedinjenje 20 pokazalo je najslabiju aktivnost, sa BIC50 vrednostima >5000 µg/mL za većinu 

testiranih vrsta, uz tek umerenu inhibiciju formiranja biofilma S. enterica (BIC50 1254 µg/mL) i P. 

mirabilis (BIC50 3100 µg/mL). Izostanak značajnih BIC90 vrednosti potvrđuje redukovan 

antibiofilm potencijal ovog jedinjenja (Mavrić-Scholze et al., 2025). 

Rezultati antibiofilm testa dodatno potvrđuju značaj odnosa struktura–aktivnost (SAR). 

Fenolni derivati (96 i 98) dosledno su pokazivali najizraženiju aktivnost, dok su heterociklični 

derivati (18 i 20) ispoljili selektivnu i slabiju inhibiciju biofilma. Ove razlike upućuju na to da je 

prisustvo fenolne grupe ključno za efikasno antibiofilm delovanje i može predstavljati osnovu za 

dalje modifikacije strukture u cilju povećanja bioaktivnosti (Mavrić-Scholze et al., 2025).  

4.2.2. Antioksidativna aktivnost protiv DPPH i ABTS radikala 

Antioksidativno dejstvo je jedno od karakterističnih svojstava brojnih biljnih sekundarnih 

metabolita. Oksidativni stres se dovodi u vezu sa razvojem velikog broja hroničnih oboljenja kod 

ljudi, pa se sposobnost jedinjenja da neutrališu slobodne radikale često koristi kao indikator 

njihovog terapeutskog potencijala. Iz tog razloga, testovi uklanjanja radikala predstavljaju 

standardnu početnu procenu bioaktivnosti sekundarnih metabolita. Iako izotiocijanati ne pripadaju 

tipičnim antioksidansima, fenolni i njima srodni derivati mogu ispoljiti određenu antioksidativnu 

aktivnost upravo zahvaljujući prisustvu fenolne funkcionalne grupe. Primena DPPH i ABTS 
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metoda, koje su među najčešće korišćenim u ovoj oblasti, omogućava uporediv uvid u potencijal 

neutralisanja radikala jedinjenja nastalih degradacijom glukozinolata. 

U okviru ovog istraživanja, antioksidativni potencijal izolovanih i sintetisanih jedinjenja 

procenjen je kombinacijom dva komplementarna testa – DPPH i ABTS. Eksperimenti su izvedeni 

pri koncentracijama od 25, 50 i 100 µM, dok je za DPPH određivana i vremenska zavisnost 

reakcije (20 i 60 min inkubacije). Rezultati prikazani u Tabelama 7 i 8 pokazuju da ispitivana 

jedinjenja, čak i na najvišim testiranim koncentracijama, nisu pokazala uočljivo dejstvo na 

neutralisanje DPPH niti ABTS radikala. Dobijeni nalazi sugerišu da antioksidativni kapacitet ovih 

molekula nije izražen i da njihove biološke aktivnosti, potvrđene u antimikrobnim i antibiofilm 

testovima, verovatno potiču iz mehanizama nezavisnih od direktnog uklanjanja slobodnih radikala 

– pre svega iz interakcija sa mikrobnim strukturama ili modulacije enzimskih sistema (Mavrić-

Scholze et al., 2025).  

4.2.3. In vitro test inhibicije LOX i COX-2 enzima 

Antiinflamatorni potencijal sekundarnih metabolita predstavlja jedno od najvažnijih 

funkcionalnih polja njihovog ispitivanja. Enzimi ciklooksigenaza-2 (COX-2) i lipooksigenaza 

(LOX) zauzimaju centralno mesto u metabolizmu arahidonske kiseline, pri čemu LOX posreduje 

u nastanku leukotriena, a COX-2 u sintezi prostaglandina. Zbog toga se ovi enzimi smatraju 

ključnim regulatorima inflamatornih procesa i istaknutim farmakološkim metama. Brojni 

izotiocijanati dobijeni degradacijom glukozinolata, kao što su sulforafan i fenetil-izotiocijanat 

(16), već su opisani kao prirodni antiinflamatorni agensi (Connolly et al., 2021; Hoch et al., 2024). 

Međutim, biopotencijal specifičnih metabolita vrste B. vulgaris još uvek nije detaljno istražen, pa 

se ovom studijom nastojalo dopuniti praznina između hemijske karakterizacije i biološke 

verifikacije. 

U cilju procene njihovog antiinflamatornog svojstva, sprovedeni su testovi inhibicije LOX 

i COX-2 enzima. Treba naglasiti da su ovi enzimi povezani ne samo sa inflamatornim procesima, 

već se dovode i u vezu sa razvojem kardiovaskularnih oboljenja i pojedinih maligniteta. Iako su 

efikasni sintetski inhibitori COX-2 i LOX zastupljeni u savremenoj terapiji, molekuli iz prirodnih 

izvora ostaju atraktivni zbog strukturne raznolikosti i generalno povoljnijeg bezbednosnog profila. 
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Tabela 6. Antibiofilm aktivnost odabranih izolovanih i sintetisanih jedinjenja (Mavrić-Scholze et al., 2025).1 

Vrste/jedinjenja 
96 17 18 20 98 Tetraciklin 

BIC50 BIC90 BIC50 BIC90 BIC50 BIC90 BIC50 BIC90 BIC50 BIC90 BIC50 BIC90 

B. subtilis ATCC 6633 290 1250 1190 2500 2700 ˃5000 ˃5000 ˃5000 1100 2300 ˂15.6 15.6 

S. aureus ATCC 25923 220 2120 2500 ˃5000 1500 ˃5000 ˃5000 ˃5000 868 1360 250 300 

P. mirabilis 1158 4500 3420 ˃5000 3170 ˃5000 3100 4754 1428 2400 320 ˃1000 

S. enterica 1100 3200 2400 ˃5000 1000 4470 1254 ˃5000 1547 ˃5000 ˂15.6 180 

K. pneumoniae 580 3600 1262 ˃5000 3978 ˃5000 4400 ˃5000 570 2000 6 125 

1Podaci su dati u µg/mL; BIC₅₀ – koncentracija potrebna za inhibiciju biofilma za 50%; BIC₉₀ – koncentracija potrebna za inhibiciju biofilma za 90%; Oznaka 

„>5000“ ukazuje na odsustvo aktivnosti pri najvišoj testiranoj koncentraciji (5000 µg/mL). 

Tabela 7. Rezultati DPPH testa za izolovana i sintetisana jedinjenja i odgovarajuće referentno jedinjenje (kvercetin) (Mavrić-Scholze 

et al., 2025).1 

 

Jedinjenje 

Sposobnost uklanjanja (neutralisanja) DPPH radikala (%)1 

25 µM 50 µM 100 µM 

20 min 60 min 20 min 60 min 20 min 60 min 

87 1.6 ± 1.2 1.8 ± 1.5 2.5 ± 1.1 2.4 ± 1.4 2.6 ± 1.2 2.9 ± 1.7 

96 11.9 ± 0.7 12.0 ± 0.4 15.6 ± 0.3 15.7 ± 1.4 24.9 ± 1.1 25.2 ± 1.6 

17 1.0 ± 0.3 1.1 ± 0.5 1.9 ± 0.8 2.1 ± 1.1 7.8 ± 1.8 7.9 ± 1.7 

18 1.2 ± 0.7 1.3 ± 0.5 1.7 ± 0.8 2.0 ± 0.9 3.8 ± 1.2 3.5 ± 1.7 

18b 7.0 ± 0.9 8.4 ± 0.5 14.8 ± 0.7 16.4 ± 0.4 21.6 ± 1.2 22.4 ± 0.7 

97 3.1 ± 0.6 3.0 ± 0.7 4.2 ± 0.8 4.6 ± 0.6 5.9 ± 0.9 5.8 ± 1.4 

20 1.1 ± 0.4 0.9 ± 0.7 1.5 ± 0.9 1.5 ± 0.8 2.6 ± 1.0 2.7 ± 1.5 

98 4.4 ± 1.0 4.7 ± 1.2 7.3 ± 1.3 8.1 ± 1.3 13.1 ± 0.7 14.2 ± 0.9 

Kvercetin 95.3 ± 0.8 95.1 ± 0.9 96.8 ± 1.0 96.5 ± 0.9 95.1 ± 0.9 95.4 ± 0.8 
1Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti ± standardna devijacija (SD) iz tri nezavisna merenja.
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Tabela 8. Rezultati uklanjanja (neutralisanja) ABTS•+ radikala za izolovana i sintetisana 

jedinjenja i odgovarajuće referentno jedinjenje (troloks) (Mavrić-Scholze et al., 2025).1  

Jedinjenje 
Sposobnost uklanjanja (neutralisanja) ABTS radikala (%)1 

25 µM 50 µM 100 µM 

87 1.7 ± 1.1 2.2 ± 1.2 2.6 ± 0.8 

96 7.6 ± 1.0 13.4± 0.9 13.4 ± 0.8 

17 1.2 ± 0.3 1.9 ± 1.2 2.6 ± 0.7 

18 0.9 ± 0.1 1.6 ± 0.9 2.5 ± 0.3 

18b 6.6 ± 0.2 12.3 ± 0.8 19.1 ± 0.6 

97 2.6 ± 0.7 3.9 ± 1.2 5.1 ± 0.9 

20 1.3 ± 0.1 2.7 ± 1.0 3.9 ± 0.4 

98 2.9 ± 1.3 6.8 ± 1.1 11.9 ± 0.8 

Troloks 97.5 ± 0.2 99.3 ± 0.1 99.5 ± 0.3 
1Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti ± standardna devijacija (SD), dobijene iz tri nezavisna merenja. 

Tabela 9. Rezultati in vitro inhibicije LOX i COX-2 enzima za odabrana izolovana i 

sintetisana jedinjenja i odgovarajuće referentno jedinjenje (kvercetin) (Mavrić-Scholze et al., 

2025).1  

Jedinjenje 
Procenat inhibicije LOX i IC50

1 Procenat inhibicije COX-22 

100 µM IC50 (µM) 100 µM 10 µM 

87 47.5 ± 1.5 125.5 ± 0.4 - - 

96 55.5 ± 0.1 97.4 ± 1.3 - - 

17 23.8 ± 0.8 n.d. - - 

18 90.5 ± 0.1 61.6 ± 0.6 14.23 ± 1.0 4.50 ± 1.6 

18b 40.0 ± 0.5 122.5 ± 1.5 21.25 ± 1.3 8.11 ± 1.0 

97 34.6 ± 0.4 n.d. - - 

20 18.3 ± 0.3 n.d. - - 

98 21.2 ± 0.3 n.d. - - 

Kvercetin 92.0 ± 0.9 43.2 ± 0.5 - - 

¹Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti ± standardna devijacija (SD), dobijene iz tri nezavisna merenja. 

²Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti ± standardna greška (SE), izračunate na osnovu tri nezavisna 

merenja; „-“ – nije testirano. 

Lipooksigenaza soje je korišćena kao model-enzim za ispitivanje inhibicije oksidacije 

polinezasićenih masnih kiselina, procesa koji dovodi do formiranja lipidnih hidroperoksida i 

inicira produkciju proinflamatornih signalnih molekula. Sva jedinjenja testirana su na 

koncentraciji 100 µM, dok su IC50 vrednosti određene samo za najaktivnije inhibitore. 

Najpotentniji među njima bio je rac-barbarin (18) sa IC50 = 61,6 µM, nakon kojeg je sledilo 

jedinjenje 96 (IC50 = 97,4 µM). Referentni antioksidans kvercetin pokazao je očekivano najvišu 
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potentnost (IC50 = 43,2 µM). Ostala ispitana jedinjenja nisu dostigla prag inhibicije značajan 

za izračunavanje IC50 vrednosti (Tabela 9) (Mavrić-Scholze et al., 2025).  

S obzirom da prethodni DPPH i ABTS testovi nisu ukazali na primetan kapacitet 

uklanjanja slobodnih radikala, može se zaključiti da njihova potencijalna antiinflamatorna 

aktivnost nije posledica antioksidativnih mehanizama, već verovatnije rezultat direktne 

interakcije sa enzimima, odnosno vezivanja za aktivno mesto (ili njegovu okolinu), čime se 

otežava pristup supstratu, poput linolne kiseline (Simijonović et al., 2018). Ipak, za potpuno 

razumevanje mehanizma delovanja potrebna su dodatna biohemijska i molekularna 

istraživanja, kao i šira SAR analiza u cilju optimizacije strukturnih karakteristika za poboljšanje 

inhibitorne aktivnosti. 

COX-2 predstavlja inducibilni oblik ciklooksigenaze, za razliku od konstitutivno 

izražene COX-1, i najčešće je aktivirana tokom inflamatornih reakcija. Na osnovu rezultata 

LOX testa, odabrana su najaktivnija jedinjenja – rac-barbarin (18) i njegov enantiomer (S)-

barbarin (18b) – kako bi se proverila mogućnost inhibicije COX-2. Nijedno jedinjenje nije 

dostiglo 50% inhibicije pri ispitivanim koncentracijama, što ukazuje na slabu aktivnost prema 

COX-2 i IC50 > 100 µM. Naglašeno bolja efikasnost rac-barbarina u odnosu na (S)-enantiomer 

prema LOX upućuje na ulogu stereohemije u interakciji sa enzimom, kao i na izraženu 

selektivnost za LOX u odnosu na COX-2 (Mavrić-Scholze et al., 2025). 

Sumarno, rezultati ukazuju da B. vulgaris sintetiše različite tipove sekundarnih 

metabolita koji poseduju komplementarna biološka svojstva. Fenolna jedinjenja pokazuju 

izraženu antimikrobnu i antibiofilm aktivnost, dok heterociklični derivati manifestuju 

selektivnu inhibiciju LOX i predstavljaju potencijalne polazne strukture za razvoj prirodom 

inspirisanih antiinflamatornih inhibitora. Ovakva kombinacija aktivnosti oslikava adaptivni 

ekološki značaj ovih metabolita u biljci i istovremeno naglašava njihov farmakološki i 

translacioni potencijal.  
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U ovoj doktorskoj disertaciji izvršena je sveobuhvatna analiza hemijskog sastava i 

biološke aktivnosti sekundarnih metabolita biljne vrste Barbarea vulgaris (Brassicaceae), sa 

posebnim fokusom na degradacione proizvode glukozinolata, njihovu strukturnu 

karakterizaciju i ispitivanje antimikrobnog, antibiofilm, antiinflamatornog i antioksidativnog 

potencijala. Kombinacija fitohemijskih, sintetskih i biohemijskih postupaka omogućila je 

dublje razumevanje veze između strukture i biološke funkcije ovih jedinjenja, čime je značajno 

prošireno postojeće znanje o metabolizmu i bioaktivnosti vrste B. vulgaris, koja je uprkos 

širokoj rasprostranjenosti na prostoru Srbije nedovoljno istražena. 

Hemijski sastav, izolovanje metabolita i sinteza analoga/derivata 

Analiza autolizata i etarskog ulja B. vulgaris ukazala je na raznovrstan i kompleksan 

profil glukozinolata. Primenom GC i GC-MS metoda identifikovano je više od 90% sastava 

ispitanih autolizata i etarskog ulja. U nadzemnom delu biljke dominira (S)-barbarin, što je 

omogućilo i njegovo izolovanje, dok je u korenu ustanovljena veća zastupljenost 2-fenetil-

izotiocijanata. Ovakva organ-specifična raspodela glukozinolata ukazuje na funkcionalnu 

diferencijaciju metabolizma u zavisnosti od biljnog tkiva, verovatno uslovljenu različitim 

ekološkim pritiscima i adaptivnim odgovorima. 

Uporedni pregled hemijskih i morfoloških karakteristika populacije iz Srbije ukazao je 

na jedinstvenu kombinaciju osobina koje odstupaju od tipičnih P- i G-tipova opisanih u 

literaturi. Ovi rezultati otvaraju mogućnost da populacija predstavlja hibridni ili potencijalno 

nov hemotip vrste B. vulgaris, što ima značajnu taksonomsku, ekološku i evolucijsku 

relevantnost. 

Pored izolovanih metabolita ((S)-barbarin i 5-fenil-1,3-tiazolidin-2-on), sprovedena je 

i sinteza šest derivata i analoga: nasturleksina A, metil-4-hidroksifeniletil-ditiokarbamata, 2-

tioksotiazolidin-4-karboksilne kiseline, rac-barbarina, rezedina i 2-(4-hidroksifenil)etil-

izotiocijanata. Ovakav pristup omogućio je sistematsko poređenje bioloških svojstava u okviru 

SAR analize. Posebno značajan nalaz predstavlja prvi eksperimentalno potvrđen slučaj 

spontane izomerizacije (S)-barbarina u odgovarajući tiazolidinon tokom skladištenja uzorka 

autolizata, što ukazuje na potrebu standardizacije uslova rukovanja uzorcima ove klase 

jedinjenja.  
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Antimikrobna i antibiofilm aktivnost 

Rezultati testiranja antimikrobne aktivnosti pokazali su da određeni degradacioni 

proizvodi glukozinolata, posebno 96 i 98, ispoljavaju visoku aktivnost prema klinički 

relevantnim humanim patogenima i fitopatogenima, sa MIC vrednostima nižim od 0,039 

mg/mL za pojedine sojeve – izuzetno niskim za prirodne metabolite. Aktivnost je potvrđena 

prema Gram-pozitivnim i Gram-negativnim bakterijama, uz uočljive razlike u osetljivosti 

ispitanih vrsta. 

Test antibiofilm aktivnosti pokazao je da jedinjenja 96 i 98 efikasno inhibiraju 

formiranje biofilma kod S. aureus, B. subtilis, K. pneumoniae i drugih vrsta, često pri srednjim 

testiranim koncentracijama, dok su pojedina jedinjenja pokazala selektivnost. Imajući u vidu 

da biofilm predstavlja jedan od najrezistentnijih oblika mikroorganizama, ovi rezultati ukazuju 

na potencijal metabolita B. vulgaris u domenima gde klasični antibiotici pokazuju ograničenu 

efikasnost. 

Antiinflamatorni i antioksidativni potencijal 

Testovi DPPH i ABTS nisu pokazali značajnu sposobnost uklanjanja slobodnih 

radikala, što ukazuje da antiinflamatorno dejstvo ovih jedinjenja ne potiče iz antioksidativnog 

mehanizma. Nasuprot tome, LOX inhibicija jedinjenja 18 (IC50 = 61,6 μM) i 96 (IC50 = 97,4 

μM) ukazuje na specifičnu enzimsku interakciju i potencijal za razvoj selektivnih LOX 

inhibitora, dok je aktivnost prema COX-2 bila niska (IC50 > 100 μM), što može biti značajno u 

racionalnom dizajnu novih antiinflamatornih agenasa sa manjim neželjenim efektima. 

Iako (R)-barbarin nije bio eksperimentalno ispitivan, činjenica da racemska smeša 

pokazuje umerenu LOX inhibiciju ukazuje da bi svaki enantiomer mogao doprinositi aktivnosti 

u različitom stepenu. To (R)-epimer čini opravdano interesantnim kandidatom za buduća 

istraživanja u cilju identifikovanja potencijalno snažnijeg LOX inhibitora. 

Naučni doprinos i perspektive budućih istraživanja 

Ovo istraživanje pruža prvu opsežnu hemijsko-biološku karakterizaciju degradacionih 

proizvoda glukozinolata B. vulgaris iz Srbije. Fenolni izotiocijanati predstavljaju perspektivne 

antimikrobne i antibiofilm agense, dok rac-barbarin ima potencijal kao selektivni LOX 

inhibitor. U kombinaciji sa nalazima o mogućem hibridnom hemotipu populacije, rad otvara 
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širok prostor za dalja istraživanja u oblastima hemotipizacije, biosintetskog inženjeringa i 

primene ovih metabolita u medicini i poljoprivredi. 

Budući pravci istraživanja obuhvataju: 

• sveobuhvatnije ispitivanje populacija B. vulgaris u Srbiji i regionu, 

• proširene SAR studije i sintezu semisintetskih analoga, 

• in vivo potvrdu antiinflamatornog i antimikrobnog potencijala, 

• procenu citotoksičnosti i selektivnosti prema eukariotskim ćelijama, 

• ispitivanje potencijalnog sinergističkog dejstva sa konvencionalnim antibioticima, 

• molekulsko modelovanje interakcija sa LOX/COX-2 aktivnim mestima,  

• dalju optimizaciju strukture fenolnih i heterocikličnih derivata. 

Naučni doprinos rada potvrđen je objavljivanjem rezultata u dve međunarodne 

publikacije kategorija M21 i M22, jednim saopštenjem sa međunarodnog skupa štampano u 

celini (M33) i jednim saopštenjem sa međunarodnog skupa štampano u izvodu (M34). 
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6. SUMMARY
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In this doctoral dissertation, a comprehensive investigation of the chemical composition 

and biological activity of secondary metabolites from Barbarea vulgaris (Brassicaceae) was 

conducted, with a particular emphasis on the degradation products of glucosinolates, their 

structural characterization, and the evaluation of their antimicrobial, antibiofilm, anti-

inflammatory, and antioxidant potential. The integration of phytochemical, synthetic, and 

biochemical approaches provided deeper insight into the relationship between structure and 

biological function of these compounds, significantly expanding the current knowledge of 

metabolic profiles and bioactivity of B. vulgaris, a species widespread in Serbia but 

insufficiently studied so far. 

Chemical composition, metabolite isolation and synthesis of analogues/derivatives 

Analysis of B. vulgaris autolysates and essential oil revealed a diverse and complex 

glucosinolate profile. Using GC and GC–MS techniques, more than 90% of the constituents 

were identified. (S)-Barbarin was found to be the dominant metabolite in the aerial parts of the 

plant, enabling its successful isolation, whereas the root was richer in 2-phenethyl 

isothiocyanate. This organ-specific distribution of glucosinolates suggests functional 

differentiation of metabolic pathways depending on plant tissue type, likely reflecting adaptive 

responses to different ecological pressures. 

Comparative analysis of chemical and morphological traits of the Serbian population 

indicated a unique combination of characteristics differing from typical P- and G-type 

accessions described in literature. These results suggest that the investigated population may 

represent a hybrid or potentially novel chemotype of B. vulgaris, carrying significant 

taxonomic, ecological, and evolutionary relevance. 

In addition to isolated natural metabolites ((S)-barbarin and 5-phenyl-1,3-thiazolidin-

2-one), six structural analogues and derivatives were successfully synthesized: nasturlexin A, 

methyl-4-hydroxyphenethyl dithiocarbamate, 2-thioxothiazolidine-4-carboxylic acid, rac-

barbarin, resedine, and 2-(4-hydroxyphenyl)ethyl isothiocyanate. This enabled a systematic 

comparison of biological properties and a structure–activity relationship (SAR) study. A 

particularly important finding is the first experimentally confirmed case of spontaneous 

isomerization of (S)-barbarin into the corresponding thiazolidinone derivative during storage, 

highlighting the necessity of controlled handling and storage conditions for this class of 

compounds. 
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Antimicrobial and antibiofilm activity 

Antimicrobial assays demonstrated that certain glucosinolate degradation products, 

particularly compounds 96 and 98, exhibited strong activity against clinically relevant human 

pathogens and phytopathogens, with MIC values below 0.039 mg/mL for some strains – 

remarkably low for natural products. Activity was confirmed against both Gram-positive and 

Gram-negative bacteria, with strain-dependent differences in susceptibility. 

Antibiofilm experiments showed that compounds 96 and 98 effectively inhibited 

biofilm formation in S. aureus, B. subtilis, K. pneumoniae, and other strains, often at moderate 

concentrations, while some compounds displayed selective effects. Considering that biofilms 

represent one of the most persistent forms of microbial growth, these results highlight the 

potential of B. vulgaris metabolites in applications where conventional antibiotics show limited 

efficacy. 

Anti-inflammatory and antioxidant potential 

DPPH and ABTS assays revealed no significant radical-scavenging capacity, indicating 

that the anti-inflammatory effect of the tested compounds does not originate from antioxidant 

mechanisms. In contrast, LOX inhibition observed for compounds 18 (IC50 = 61.6 μM) and 96 

(IC50 = 97.4 μM) suggests direct enzyme interaction and positions them as promising leads for 

selective LOX inhibitor development. Their weak COX-2 inhibition (IC50 > 100 μM) points to 

enzymatic selectivity, an advantageous property in the rational design of new anti-

inflammatory agents with fewer side effects. 

Although (R)-barbarin was not tested in this study, the moderate LOX inhibition of the 

racemic mixture indicates that individual enantiomers may contribute differently to activity. 

Thus, the (R)-epimer represents a logical candidate for future evaluation as a potentially more 

potent LOX inhibitor. 

Scientific contribution and future perspectives 

This work presents the first complete chemical and biological characterization of 

glucosinolate degradation products from B. vulgaris originating in Serbia. Phenolic 

isothiocyanates demonstrated strong antimicrobial and antibiofilm properties, while rac-

barbarin emerged as a promising scaffold for LOX-selective anti-inflammatory inhibitor 

development. Together with evidence indicating a potential hybrid chemotype in the studied 
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population, this research opens new directions for work in chemotyping, biosynthetic 

engineering, and applications of these metabolites in medicine and agriculture. 

Future research should focus on: 

• more extensive evaluation of B. vulgaris populations in Serbia and the region, 

• advanced SAR studies and synthesis of semisynthetic analogues, 

• in vivo validation of anti-inflammatory and antimicrobial potential, 

• cytotoxicity and selectivity assessment toward eukaryotic cells, 

• investigation of potentional synergistic effects with conventional antibiotics, 

• molecular modeling of interactions with LOX/COX-2 active sites, 

• further optimization of phenolic and heterocyclic derivatives. 

The scientific contribution of this dissertation is supported by the publication of results 

in two international research papers (categories M21 and M22), one full conference proceeding 

(M33), and one abstract in conference proceedings (M34). 
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SPISAK PRILOGA: 
 

Slika S1 1H NMR spektar 5-fenil-1,3-oksazolidin-2-ona (rezedin) (20) (CDCl3, 400 MHz, 20 

°C). 

Slika S2 13C NMR spektar 5-fenil-1,3-oksazolidin-2-ona (rezedin) (20) (CDCl3, 100.6 MHz, 

20 °C). 

Slika S3 DEPT45 (gore), DEPT135 (u sredini) i 13C{H}NMR (dole) spektri 5-fenil-1,3-

oksazolidin-2-ona (rezedin) (20) (CDCl3, 100.6 MHz, 20 °C). 

Slika S4 HSQC (gore) i HMBC (dole) NMR spektri 5-fenil-1,3-oksazolidin-2-ona (rezedin) 

(20) (CDCl3, 20 °C). 

Slika S5 1H-1H COSY NMR spektar 5-fenil-1,3-oksazolidin-2-ona (rezedin) (20) (CDCl3, 400 

MHz, 20 °C). 

Slika S6 IR spektar 5-fenil-1,3-oksazolidin-2-ona (rezedin) (20). 

Slika S7 1H NMR spektar 5-fenil-1,3-tiazolidin-2-ona (97) (DMSOd6, 400 MHz, 20 °C). 

Slika S8 13C NMR spektar 5-fenil-1,3-tiazolidin-2-ona (97) (DMSOd6, 100.6 MHz, 20 °C). 

Slika S9 DEPT45 (gore), DEPT135 (u sredini) i 13C{H}NMR spektar (dole) 5-fenil-1,3-

tiazolidin-2-ona (97) (DMSOd6, 100.6 MHz, 20 °C). 

Slika S10 HSQC (gore) i HMBC (dole) NMR spektri 5-fenil-1,3-tiazolidin-2-ona (97) 

(DMSOd6, 20 °C). 

Slika S11 1H-1H COSY i NOESY NMR spektri 5-fenil-1,3-tiazolidin-2-ona (97) (DMSOd6, 

400 MHz, 20 °C). 

Slika S12 IR spektar 5-fenil-1,3-tiazolidin-2-ona (97). 

Slika S13 1H NMR spektar 5-fenil-1,3-oksazolidin-2-tiona (sin. (S)-barbarin) (18b) (CDCl3, 

400 MHz, 20 °C). 

Slika S14 13C NMR spektar 5-fenil-1,3-oksazolidin-2-tiona (sin. (S)-barbarin) (18b) (CDCl3, 

100.6 MHz, 20 °C). 

Slika S15 DEPT45 (gore) i DEPT135 (dole) NMR spektri 5-fenil-1,3- oksazolidin-2-tiona (sin. 

(S)-barbarin) (18b) (CDCl3, 100.6 MHz, 20 °C). 

Slika S16 HSQC (gore) i HMBC (dole) NMR spektri 5-fenil-1,3-oksazolidin-2-tiona (sin. (S)-

barbarin) (18b) (CDCl3, 20 °C). 

Slika S17 1H-1H COSY NMR spektar 5-fenil-1,3-oksazolidin-2-tion (sin. (S)-barbarin) (18b) 

(CDCl3, 400 MHz, 20 °C). 

Slika S18 IR spektar 5-fenil-1,3-oksazolidin-2-tiona (sin. (S)-barbarin) (18b). 

Slika S19 1H NMR spektar 2-(4-hidroksifenil)etil-izotiocijanata (98) (CDCl3, 400 MHz, 20 

°C). 

Slika S20 13C NMR spektar 2-(4-hidroksifenil)etil-izotiocijanata (98) (CDCl3, 100.6 MHz, 20 

°C). 

Slika S21 DEPT45 (gore) i 13C{H}NMR spektar (dole) 2-(4-hidroksifenil)etil-izotiocijanata 

(98) (CDCl3, 100.6 MHz, 20 °C). 
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Slika S22 HSQC (gore) i HMBC (dole) NMR spektri 2-(4-hidroksifenil)etil-izotiocijanata (98) 

(CDCl3, 20 °C). 

Slika S23 1H-1H COSY i NOESY NMR spektri 2-(4-hidroksifenil)etil-izotiocijanata (98) 

(CDCl3, 400 MHz, 20 °C). 

Slika S24 IR spektar 2-(4-hidroksifenil)etil-izotiocijanata (98). 

Slika S25 1H NMR spektar nasturleksina A (87) (CDCl3, 400 MHz, 20 °C). 

Slika S26 13C NMR spektar nasturleksina A (87) (CDCl3, 100.6 MHz, 20 °C). 

Slika S27 DEPT90 (gore) i DEPT135 NMR (dole) spektri nasturleksina A (87). 

Slika S28 HSQC (gore) i HMBC (dole) NMR spektri nasturleksina A (87). 

Slika S29 ¹H–¹H COSY (gore) i NOESY (dole) spektri nasturleksina A (87). 

Slika S30 EIMS (gore) i IR spektar (dole) nasturleksina A (87). 

Slika S31 1H NMR spektar metil-4-hidroksifenetilkarbamoditioata (96) (CDCl3, 400 MHz, 20 

°C). 

Slika S32 13C NMR spektar metil-4-hidroksifenetilkarbamoditioata (96) (CDCl3, 100.6 MHz, 

20 °C). 

Slika S33 HSQC (gore) i HMBC (dole) NMR spektri metil-4-hidroksifenetilkarbamoditioata 

(96). 

Slika S34 ¹H–¹H COSY (gore) i NOESY (dole) spektri metil-4-hidroksifenetilkarbamoditioata 

(96). 

Slika S35 IR spektar metil-4-hidroksifenetilkarbamoditioata (96). 

Slika S36 1H NMR spektar of 2-tioksotiazolidin-4-karboksilne kiseline (17) (CDCl3, 400 MHz, 

20 °C). 

Slika S37 13C NMR spektar 2-tioksotiazolidin-4-karboksilne kiseline (17) (CDCl3, 100.6 MHz, 

20 °C). 

Slika S38 IR spektar 2-tioksotiazolidin-4-karboksilne kiseline (17). 

Slika S39 EIMS spektar 2-tioksotiazolidin-4-karboksilne kiseline (17). 

Slika S40 EIMS spektar rac-barbarina (18) 

Slika S41 ¹H NMR spektar rac-5-fenil-1,3-oksazolidin-2-tiona (rac-barbarin, 18) (CDCl₃, 400 

MHz, 20 °C). 
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Slika S1 1H NMR spektar 5-fenil-1,3-oksazolidin-2-ona (rezedin) (20) (CDCl3, 400 MHz, 20 °C). 

 

 



130 
 

 

 

 

 

 

Slika S2 13C NMR spektar 5-fenil-1,3-oksazolidin-2-ona (rezedin) (20) (CDCl3, 100,6 MHz, 20 °C). 
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Slika S3 DEPT45 (gore), DEPT135 (u sredini) i 13C{H}NMR (dole) spektri 5-fenil-1,3-

oksazolidin-2-ona (rezedin) (20) (CDCl3, 100,6 MHz, 20 °C). 
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Slika S4 HSQC (gore) i HMBC (dole) NMR spektri 5-fenil-1,3-oksazolidin-2-ona (rezedin) 

(20) (CDCl3, 20 °C).  
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Slika S5 1H-1H COSY NMR spektar 5-fenil-1,3-oksazolidin-2-ona (rezedin) (20) (CDCl3, 400 

MHz, 20 °C). 
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Slika S6 IR spektar 5-fenil-1,3-oksazolidin-2-ona (rezedin) (20).
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Slika S7 1H NMR spektar 5-fenil-1,3-tiazolidin-2-ona (97) (DMSOd6, 400 MHz, 20 °C). 
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Slika S8 13C NMR spektar 5-fenil-1,3-tiazolidin-2-ona (97) (DMSOd6, 100.6 MHz, 20 °C). 
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Slika S9 DEPT45 (gore), DEPT135 (u sredini) i 13C{H}NMR spektar (dole) 5-fenil-1,3-

tiazolidin-2-ona (97) (DMSOd6, 100,6 MHz, 20 °C). 
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Slika S10 HSQC (gore) i HMBC (dole) NMR spektri 5-fenil-1,3-tiazolidin-2-ona (97) 

(DMSOd6, 20 °C). 
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Slika S11 1H-1H COSY i NOESY NMR spektri 5-fenil-1,3-tiazolidin-2-ona (97) (DMSOd6, 

400 MHz, 20 °C). 
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Slika S12 IR spektar 5-fenil-1,3-tiazolidin-2-ona (97).
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Slika S13 1H NMR spektar 5-fenil-1,3-oksazolidin-2-tiona (sin. (S)-barbarin) (18b) (CDCl3, 400 MHz, 20 °C). 
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Slika S14 13C NMR spektar 5-fenil-1,3-oksazolidin-2-tiona (sin. (S)-barbarin) (18b) (CDCl3, 100,6 MHz, 20 °C). 
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Slika S15 DEPT45 (gore) i DEPT135 (dole) NMR spektri 5-fenil-1,3- oksazolidin-2-tiona (sin. 

(S)-barbarin) (18b) (CDCl3, 100,6 MHz, 20 °C). 
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Slika S16 HSQC (gore) i HMBC (dole) NMR spektri 5-fenil-1,3-oksazolidin-2-tiona (sin. (S)-

barbarin) (18b) (CDCl3, 20 °C). 
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Slika S17 1H-1H COSY NMR spektar 5-fenil-1,3-oksazolidin-2-tiona (sin. (S)-barbarin) (18b) 

(CDCl3, 400 MHz, 20 °C). 
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Slika S18 IR spektar 5-fenil-1,3-oksazolidin-2-tiona (sin. (S)-barbarin) (18b). 
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Slika S19 1H NMR spektar 2-(4-hidroksifenil)etil-izotiocijanata (98) (CDCl3, 400 MHz, 20 °C). 
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Slika S20 13C NMR spektar 2-(4-hidroksifenil)etil-izotiocijanata (98) (CDCl3, 100.6 MHz, 20 °C). 
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Slika S21 DEPT45 (gore) i 13C{H}NMR spektar (dole) 2-(4-hidroksifenil)etil-izotiocijanata 

(98) (CDCl3, 100,6 MHz, 20 °C). 
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Slika S22 HSQC (gore) i HMBC (dole) NMR spektri 2-(4-hidroksifenil)etil-izotiocijanata (98) 

(CDCl3, 20 °C). 
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Slika S23 1H-1H COSY i NOESY NMR spektri 2-(4-hidroksifenil)etil-izotiocijanata (98) 

(CDCl3, 400 MHz, 20 °C). 
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Slika S24 IR spektar 2-(4-hidroksifenil)etil-izotiocijanata (98).
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Slika S25 1H NMR spektar nasturleksina A (87) (CDCl3, 400 MHz, 20 °C).  
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Slika S26 13C NMR spektar nasturleksina A (87) (CDCl3, 100,6 MHz, 20 °C). 
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Slika S27 DEPT90 (gore) i DEPT135 NMR (dole) spektri nasturleksina A (87).  
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Slika S28 HSQC (gore) i HMBC (dole) NMR spektri nasturleksina A (87).  
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Slika S29 ¹H–¹H COSY (gore) i NOESY (dole) spektri nasturleksina A (87). 
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Slika S30 EIMS (gore) i IR spektar (dole) nasturleksina A (87). 
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Slika S31 1H NMR spektar metil-4-hidroksifenetilkarbamoditioata (96) (CDCl3, 400 MHz, 20 °C). 
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Slika S32 13C NMR spektar metil-4-hidroksifenetilkarbamoditioata (96) (CDCl3, 100,6 MHz, 20 °C). 
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Slika S33 HSQC (gore) i HMBC (dole) NMR spektri metil-4-hidroksifenetilkarbamoditioata 

(96). 
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Slika S34 ¹H–¹H COSY (gore) i NOESY (dole) spektri metil-4-hidroksifenetilkarbamoditioata 

(96). 
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Slika S35 IR spektar metil-4-hidroksifenetilkarbamoditioata (96). 
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Slika S36 1H NMR spektar of 2-tioksotiazolidin-4-karboksilne kiseline (17) (CDCl3, 400 MHz, 

20 °C).
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Slika S37 13C NMR spektar 2-tioksotiazolidin-4-karboksilne kiseline (17) (CDCl3, 100,6 MHz, 20 °C). 
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Slika S38 IR spektar 2-tioksotiazolidin-4-karboksilne kiseline (17). 
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Slika S39 EIMS spektar 2-tioksotiazolidin-4-karboksilne kiseline (17).  

 

 

 

Slika S40 EIMS spektar rac-barbarina (18). 
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Slika S41 ¹H NMR spektar rac-5-fenil-1,3-oksazolidin-2-tiona (rac-barbarin, 18) (CDCl3, 

400 MHz, 20 °C). 
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