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FITOHEMIJSKI PROFIL I BIOLOSKA AKTIVNOST
LISTA CUVARKUCE (Sempervivum tectorum L.)

Predmet istraZivanja ove doktorske disertacije jeste sistematsko ispitivanje fitohemijskog profila
dvadeset uzoraka listova cuvarkuée (Sempervivum tectorum L.) u cilju razvijanja standardnih
procedura za njeno ispitivanje s obzirom na to da ne postoji monografija ove biljke u Evropskoj
farmakopeji. Pored toga, definisan je fenolni profil i profil SeCera preparata Cuvarkuce i meda, i
odredena je in vitro bioloska aktivnost ¢uvarkuce i odgovarajuceg preparata sa medom.

Fenolni profil cuvarkuée odreden je primenom naprednih tehnika ultraefikasne tecne
hromatografije. Prvi put je optimizovana i primenjena metoda visokoefikasne tankoslojne
hromatografije za utvrdivanje fenolnog profila u obliku ,,otiska prsta“ kao jedinstvene karakteristike
Cuvarkuce i njenih preparata sa medom. Metoda direktne bioautografije primenjena je za procenu in
vitro antioksidativne, antidijabetske i antibakterijske aktivnosti ¢uvarkuce i njenih preparata sa
medom. Analizom glavnih komponenata identifikovana su pojedina¢na bioaktivna jedinjenja
odgovorna za ispoljavanje bioloske aktivnosti. Ukupan sadrzaj fenola, antioksidativna i antidijabetska
aktivnost odredeni su spektrofotometrijskom metodom. Profil Sefera odreden je primenom
visokoefikasne anjonsko—izmenjivacke hromatografije, dok je multiclementalni sastav odreden
metodom indukovano spregnute plazme sa optickom emisionom spektroskopijom.

Na osnovu dobijenih rezultata utvrdeno je da svih dvadeset uzoraka ¢uvarkuce pokazuju sli¢ne
fitohemijske karakteristike i biolosku aktivnost, dok se uzorci preparata ¢uvarkuce i meda razlikuju
u zavisnosti od vrste meda od kojeg su pripremljeni. Dodatak cuvarku¢e medu poboljsava bioloska
svojstva, Sto se ogleda u vecem ukupnom sadrzaju fenola i povecanoj antioksidativnoj aktivnosti
preparata u odnosu na med.

Kljuéne rec€i: cuvarkuca; fitohemijski profil; multielementalni sastav; antioksidativna, antidijabetska
i antibakterijska aktivnost; ultracfikasna te¢na hromatografija; visokoefikasna tankoslojna
hromatografija; bioautografija

Naucna oblast: Hemija

UZa naucna oblast: Analiticka hemija



PHYTOCHEMICAL PROFILE AND BIOLOGICAL ACTIVITY OF
HOUSELEEK LEAF (Sempervivum tectorum L.)

This doctoral dissertation systematically investigates the phytochemical profile of twenty
houseleek leaf samples (Sempervivum tectorum L.) in order to develop standardized examination
procedures, as there is no monograph of this plant in the European Pharmacopoeia. Additionally, it
defines the phenolic and sugar profiles of houseleek and its preparations with honey and determines
the in vitro biological activity of houseleek and corresponding preparations with honey.

The phenolic profile of the houseleek was determined using advanced techniques of ultra-
performance liquid chromatography. For the first time, high-performance thin-layer chromatography
was optimized and applied to determine the phenolic profile in the form of a "fingerprint™ as a unique
characteristic of the houseleek and its preparations with honey. The direct bioautography was applied
to evaluate the in vitro antioxidant, antidiabetic and antibacterial activity of houseleek and its
preparations with honey. Principal component analysis identified bioactive compounds responsible
for biological activity. Total phenolic content, antioxidant and antidiabetic activity were determined
spectrophotometrically. The sugar profile was determined using high-efficiency anion-exchange
chromatography, while the multielemental composition was determined using induced coupled
plasma with optical emission spectroscopy.

Based on the obtained results, it was determined that all twenty houseleek samples show similar
phytochemical characteristics and biological activity, while its preparations with honey differ
depending on the type of honey used. The addition of houseleek to honey enhanced the biological
properties, evidenced by a higher total phenolic content and increased antioxidant activity in the
preparations compared to honey.

Keywords: houseleek; phytochemical profile; multielemental composition; antioxidant, antidiabetic
and antibacterial activity; ultra performance liquid chromatography; high—performance thin—layer
chromatography; bioautography

Scientific field: Chemistry
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1. UvOD

Primena lekovitih biljaka u tradicionalnoj medicini za prevenciju i kao dodatna terapija razlicitih
stanja 1 bolesti zastupljena je Sirom sveta. Sa otkrivanjem novih fitojedinjenja i proucavanjem
njihovih bioloskih svojstava znaaj tradicionalne medicine neprestano raste. Lekovite biljke su
nepresusan izvor brojnih jedinjenja koja mogu ispoljavati razli¢ite oblike bioloske aktivnosti, a koja
mogu posluziti za otkrivanje novih aktivnih struktura. Kontinuirano ispitivanje sastava i dejstva
lekovitih biljaka moze dovesti do otkri¢a novih lekova i terapija koje znac¢ajno mogu doprineti razvoju
moderne medicine.

Cuvarku¢a (Sempervivum tectorum L.) je biljka iz porodice sukulenata (Crassulaceae) sa so&nim,
mesnatim listovima koji zadrzavaju veliku koli¢inu vode. Upotreba listova i soka iscedenog iz listova
cuvarkuce Siroko je zastupljena u tradicionalnoj medicini za razli¢ita stanja. Spoljasnja primena
ukljucuje tretiranje promena na kozi kao $to su ¢irevi, opekotine, ujedi insekata i bradavice. Sok iz
listova ¢uvarkuce se takode koristi za direktno ukapavanje u uho zahvac¢eno upalom. Pored spoljasnje
primene, ¢uvarkuca se koristi i oralno (per 0s) za tretman razlicitih stanja kao S§to su Cir na zelucu,
infekcija mokraéne besike, loSe varenje, snizavanje nivoa Secera u krvi, ublazavanje menstrualnih
tegoba i jaCanje imuniteta [1, 2]. Zbog svoje raznovrsne primene i bogatog sadrzaja aktivnih
fitojedinjenja, uvarkuca predstavlja vredan resurs koji zahteva dalja nau¢na ispitivanja.

Medutim, bez obzira na Siroku tradicionalnu primenu ne samo na nasim prostorima vec¢ i u celom
Mediteranu gde ova biljka prirodno raste i uzgaja se, primena ¢uvarkuce nije uvedena u savremenu
medicinsku praksu [3]. Cuvarkuéa je nezvaniéna biljna droga jer njena monografija nije registrovana
u Evropskoj farmakopeji (European pharmacopoeia) [4] i ne postoje standardne metode za
fitohemijsku analizu.

Takode, jedna od tradicionalnih primena ¢uvarkuce je njena kombinacija sa medom za razlicita
stanja. U literaturi se navodi da se listovi ¢uvarku¢e u kombinaciji sa medom koriste za podizanje
imuniteta i tretman tezih zdravstvenih stanja [5], kao i da se sok iz listova ¢uvarkuce pomesan sa
medom koristi kod ¢ira na dvanaestopalatnom crevu, Zgaravice, gastritisa, intestinalne kandide i
kancera debelog creva [6]. Do sada ne postoje informacije u nau¢noj literaturi o ispitivanju mesavine
cuvarkuce 1 meda.

U okviru ove doktorske disertacije uradena je analiza ekstrakata dvadeset uzoraka osusenih
listova ¢uvarkuce u 70% etanolu, kao i ekstrakata preparata koji su pripremljeni meSanjem svezih
listova ¢uvarkuce sa bagremovim i livadskim medom. Cilj nau¢nog istrazivanja obuhvata sistematsku
fitohemijsku karakterizaciju i in vitro odredivanje bioloske aktivnosti poput antioksidativne,
antidijabetske i antibakterijske aktivnosti, kako za ekstrakte osusenih listova ¢uvarkuce, tako i za
ekstrakte preparata cuvarkuce 1 meda. Planirano je ispitivanje veceg broja uzoraka listova ¢uvarkuce,
medusobno poredenje dobijenih rezultata, kao i poredenje sa rezultatima ekstrakata preparata
cuvarkuce 1 meda. Zbog tradicionalne primene listova ¢uvarkuée za snizavanje nivoa Secera u krvi,
od velikog je znacaja odredivanje profila Secera u ekstraktima listova ¢uvarkuce, kao i odredivanje
antidijabetske aktivnosti ispitivanjem mogucnosti inhibicije enzima o—amilaze. Takode, zbog
mogucnosti oralne primene, vazno je odrediti sadrzaj makro— i mikro—elemenata. Uz to, detaljnom
analizom ekstrakata preparata ¢uvarkuce i meda po prvi put je ispitan kompletan fenolni profil, profil
Secera, kao i ispoljavanje odredene bioloske aktivnosti. U tom cilju planiran je razvoj i optimizacija
hromatografskih metoda kao kljuénih analitickih postupaka za odredivanje fitohemijskog profila
ekstrakata ove biljke. Pored toga, predviden je razvoj i primena metode direktne bioautografije za
odredivanje bioloske aktivnosti ekstrakata kao i multivarijantna analiza i odgovaraju¢i matematicki
modeli za identifikaciju pojedinacnih jedinjenja koja su odgovorna za ispoljavanje odredene bioloske
aktivnosti cuvarkuce.

Ova istrazivanja pruzaju dublji uvid u fitohemijski sastav i biolosku aktivnost ¢uvarkuce i
preparata ¢uvarkuce i meda, $to moze doprineti njihovoj daljoj primeni u medicini i farmaciji.



Milica Jankov Doktorska disertacija Opsti deo

2. OPSTI DEO
2.1.  Tradicionalna primena lekovitih biljaka

Praksa kori$¢enja lekovitih biljaka primenjivana je unazad hiljadama godina i zastupljena je u
tradicionalnoj medicini mnogih naroda i kultura Sirom sveta. Biljke su koris¢ene ne samo za tretman
razli¢itih zdravstvenih stanja ve¢ 1 za oCuvanje opSteg zdravlja i vitalnosti. Ova praksa zasniva se na
sve ve¢em razumevanju biljaka i njihovih svojstava koje su vremenom prepoznate i dokumentovane
kao lekovite. Sa napretkom nauke i istrazivanja moderna medicina pocinje da otkriva i priznaje
fitoterapijsku vrednost lekovitog bilja 1 njihovih preparata, Sto je dovelo do sve vece integracije
tradicionalne i savremene medicine. Lekovite biljke se koriste samostalno ili kao dopuna
konvencionalnim medicinskim tretmanima. Osim toga, mnoge studije bave se istrazivanjem i
potvrdivanjem potencijalne koristi i terapeutskih efekata biljaka i njihovih preparata, Sto doprinosi
siroj implementaciji tradicionalne medicine.

Jos su stari Sumerci pre oko 5000 godina imali zabelezeno na glinenim plo¢ama oko 250 razlicitih
biljaka. U Kini i Indiji, pre vise od 2000 godina, nastali su zapisi o biljnim drogama. U Egiptu su
mirisne biljke i etarska ulja koris¢eni za pravljenje parfema i balsamovanje. Biblija takode navodi
kori$éenje mirte i timijana tokom nekih rituala. Mnoge biljke, poput bibera, cimeta, korijandera i
kardamoma koriS¢ene su kao zacini kroz istoriju, a i dalje imaju Siroku primenu. U staroj Gr¢koj prve
podatke o lekovitim biljkama zapisao je Hipokrat, a njegovo delo nastavio je Teofrast koji je osnovao
prvu botani¢ku bastu u Atini. Dioskorid se smatra najve¢im poznavaocem lekovitih biljaka i leCenja
biljem, a u svom delu De Materia Medica detaljno je opisao nacin branja, Cuvanja i terapijske primene
biljaka. Tokom srednjeg veka, nauka i proucavanje lekovitog bilja su bili potisnuti, gajenje i
koriS¢enje biljaka je preba¢eno u manastire, gde su sacuvani dragoceni spisi i znanja o lekovitim
svojstvima biljaka [7].

Na nasim prostorima primena biljaka ima dugu tradiciju kako u ishrani tako i u lekovite svrhe.
Prva pisana dela o lekovitim biljkama nastala su u manastirima Hilandaru i Studenici (Hilandarski
medicinski kodeks, 13-16. vek) [8]. Za vreme vladavine Turaka na ovim prostorima narodna medicina
se dobro razvijala jer su biljke predstavljale najdostupniju sirovinu za izradu lekova. U ovom periodu,
Zaharije Orfelin Stefanovi¢ objavljuje Veliki srpski travnik u kojem su opisane lekovite biljke i bolesti
za Cije leCenje su koris¢ene. Detaljne informacije o lekovitim biljkama, njihovi opisi, sastav, na¢in
upotrebe i stanja u kojima se koriste mogu se na¢i u knjizi Lecenje biljem Jovana Tucakova [9].

Prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO) biljni lekovi obuhvataju biljke, preparate od
biljaka kao i gotove biljne proizvode [10]. Na globalnom nivou je porastao broj pravila i zakona
kojima su regulisani biljni lekovi. U nekim drzavama biljni lekovi su regulisani istim ili sli¢cnim
propisima kao konvencionalni farmaceutski proizvodi, dok se u drugim drzavama primenjuju posebni
propisi samo za biljne lekove. Najveéi broj drzava koje imaju nacionalne propise za biljne lekove i
sisteme za njihovu registraciju nalazi se u Evropi [10]. Glavni izazovi sa kojima se suocavaju zemlje
¢lanice SZO u vezi sa propisima koji se odnose na proizvode za primenu u tradicionalnoj i
konvencionalnoj medicini (TCM) navode nedostatak istrazivackih podataka, nedostatak finansijske
podrske za istrazivanja, losu organizaciju za pracenje bezbednosti TCM proizvoda, nedostatak
edukacije i obucavanja kao i nedostatak stru¢nosti u nacionalnim zdravstvenim vlastima i kontrolnim
agencijama [10].

Biljni lekovi (BL) i tradicionalni biljni lekovi (TBL) su u Republici Srbiji regulisani Zakonom
[11]. Ovi lekovi sadrze biljne droge (cele biljke ili delove biljaka, osusene, rede sveze) ili preparate
biljnih droga (ekstrakti, tinkture, etarska ulja) kao aktivne komponente. Neophodno je da BL
ispunjavaju standarde u pogledu kvaliteta, efikasnosti i bezbednosti kako bi bili koris¢eni za leCenje,
ublazavanje i prevenciju bolesti i zdravstvenih tegoba [12]. Upotreba TBL zasniva se na
dugogodisnjoj tradicionalnoj primeni i iskustvu, te se mogu Koristiti za prevenciju bolesti i tretman
blazih zdravstvenih stanja [12]. U Srbiji se koristi Jugoslovenska farmakopeja V (Pharmacopoeia
Jugoslavica V, 2000), a obavezne su i druge relevantne farmakopeje i njihove monografije poput
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Evropske farmakopeje, Britanske farmakopeje i Farmakopeje Sjedinjenih Americ¢kih Drzava. Podaci
o efikasnosti i bezbednosti biljnih droga i preparata biljnih droga, kao i njihove karakteristike i
precedure za identifikaciju mogu se naci u njihovim monografijama [12].

2.2.  Sekundarni metaboliti biljaka

Metabolizam je skup biohemijskih procesa koji su katalizovani enzimima omogucavajuéi
organizmima da rastu, razvijaju se i razmnozavaju, odrzavaju strukturu i reaguju na promene u
okolini. Biljke koriste razli¢ite metabolicke procese kako bi sintetisale sirok spektar jedinjenja koja
se mogu Klasifikovati kao primarni i sekundarni metaboliti.

Primarni metabolizam obuhvata sintezu osnovnih metabolita biljaka kao $to su Seceri, masti,
proteini, aminokiseline i nukleinske kiseline. Ovi primarni metaboliti igraju klju¢nu ulogu u
osnovnim bioloskim procesima koji omogucavaju prezivljavanje biljke kao Sto su rast, razvoj i
reprodukcija. Proizvode se u velikim koli¢inama tokom faze rasta i isti su u svim biljkama [13].

Sekundarni metabolizam obuhvata proizvodnju sekundarnih metabolita iz osnovnih, gradivnih
jedinica primarnog metabolizma. Njihova glavna uloga je ekoloska i zastitna omogucavajuci biljkama
da se prilagode razli¢itim uslovima Zivotne sredine. Ovi metaboliti su specifi¢ni za svaku biljnu vrstu,
raznolike su strukture i ¢esto pokazuju specifi¢ne bioloske i farmakoloske aktivnosti [13]. Biosinteza
sekundarnih metabolita odvija se razli¢itim metabolickim putevima koristeci tri osnovna prekursora:

e Qacetat: acetat—malonatni put (masne kiseline, poliacetileni, prostaglandini, polifenoli,
makrocikli¢ni antibiotici); acetat—-mevalonatni put (terpenoidi, steroidi, karotenoidi),

¢ Sikiminska Kiselina: Sikimatni put (aromati¢ne aminokiseline, kumarini, flavonoidi),

e aminokiseline: divergentni putevi (alkaloidi i peptidni antibiotici).

Podela sekundarnih metabolita je slozen proces koji omogucava klasifikaciju fitojedinjenja u
grupe uzimajuci u obzir vise faktora. Sekundarni metaboliti su podeljeni u tri glavne grupe: terpeni,
fenoli i alkaloidi [14].

Terpeni

Terpeni ¢ine veliku i strukturno veoma raznovrsnu grupu prirodnih sekundarnih metabolita koji
su uglavnom prisutni u biljakama ¢iji se skelet sastoji samo od atoma ugljenika. Nastaju acetat—
mevalonatnim putem gde se acetat metabolickim procesima prevodi u mevalonsku Kkiselinu
sastavljenu od izoprenskih (Cs) strukturnih jedinica. Dekarboksilacijom mevalonske kiseline nastaje
izopentenil—pirofosfat, aktivni ekvivalent izoprena, prekursor u sintezi izoprenoida. Kondenzacija
izoprenoidnih jedinica se deSava po principu glava—rep, a rede glava—glava, ¢ime dolazi do sinteze
linearnih prekursora geraniola (C1o), farnezola (Cis), geranil—geraniola (C2o) i skvalena (Cso) iz kojih
se daljim enzimskim reakcijama sintetiSu ostali terpeni (Slika 1) [14, 15].
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Slika 1. Linearni prekursori terpena

U zavisnosti od broja Cs izoprenskih jedinica koje u¢estvuju u sintezi, terpeni se mogu podeliti
na: monoterpene (C1o), seskviterpene (Cis), diterpene (C2o), triterpene (Cso) i tertraterpene (Cao) [15].

Monoterpeni se pretezno nalaze u biljkama, ali se neki od njih (poput iridoida) mogu naci i kod
insekata, dok su kod Zivotinja retki. Oni su glavni sastojci etarskih ulja biljaka, kojima daju
karakteristi¢éne mirise i boju. Monoterpeni predstavljaju grupu bioloski veoma aktivnih jedinjenja.
Acikli¢ni diterpeni su veoma retki, a najpoznatiji je alkohol fitol koji se ugraduje u molekul hlorofila.
Najpoznatiji tetracikli¢ni diterpeni su biljni hormoni rasta — giberelini. Triterpeni su §iroko prisutni u
biljnom i zivotinjskom svetu i od vitalne su vaznosti za opstanak mnogih organizama, ukljucujuéi i
ljude. S obzirom na vaznu ulogu triterpena za mnoge organizme, ne mogu se smatrati sekundarnim
metabolitima u pravom smislu, jer su klju¢ni za brojne bioloSke procese. Triterpeni se grade od
skvalena, ¢ijom metabolickom transformacijom nastaje sterol, a od njega veliki broj raznovrsnih
jedinjenja. Kod zivotinja, skvalen se transformise do lanosterola, a nakon toga do holesterola, dok se
kod biljaka transformise do fitosterola. U grupu triterpena spadaju jedinjenja koja su od vitalne
vaznosti za opstanak mnogih organizama, a narocito ljudi i Zivotinja (holesterol, steroidi i steroidni
hormoni, Zu¢ne kiseline, vitamin D). Daljim metabolizmom holesterola kod Zzivotinja nastaju
steroidni hormoni (mineralokortikoidi, glukokortikoidi, androgeni i estrogeni hormoni), vitamin D3 i
zucne kiseline. Metabolizmom firosterola u biljkama nastaju sapogenini (glikozidi saponina),
steroidni alkaloidi i vitamin D»,. Karotenoidni pigmenti, metaboliti biljaka, spadaju u grupu
tetraterpena Cije je polazno jedinjenje za sintezu likopen — glavni crveni pigment paradajza.
Najpoznatiji tetraterpen je narandzasti f—karoten, prekursor vitamina A, koji se nalazi u Sargarepi.
Kod ljudi i Zivotinja najpoznatiji tetraterpenski metaboliti su vitamini A1 i A2 koji ¢ine osnovu
rodopsina i drugih fotopigmenata vida [14].

Terpeni ispoljavaju Sirok spektar razli¢itih bioloSkih aktivnosti kao Sto su antioksidativna,
antiinflamatorna, antitumorska, antibakterijska, antivirusna, antimalarijska. Usporavaju starenje,
snizavaju nivo Secera u krvi, deluju preventivno na kardiovaskularni i nervni sistem [16-18].
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Fenoli

Fenoli su sekundarni metaboliti koji su veoma zastupljeni u prirodi. Sastoje se iz bar jednog
benzenovog prstena koji je supstituisan fenolnim grupama, a mogu imati i bo¢ni lanac razlicite
duzine.

Acetat-malonatnim metabolickim putem, kondenzacijom acetata sa viSe jedinica malonata,
dobijaju se poliketidi, fenoli koji se mogu svrstati u grupe u zavisnosti od broja C; jedinica od kojih
se sastoji njihov skelet. Tetraketidi (4 x C») su veoma brojna jedinjenja medu kojima je najpoznatija
penicilinska kiselina. Naftohinoni su heksaketidnog porekla (6 x C>) i vrlo su retki. Ciklizacijom
oktaketidnog lanca (8 x C») nastaju antrahinoni, a raskidanjem antrahinonskog prstena nastaju
ksantoni. Najpoznatiji nonaketidi (9 x C>) su tetracikli¢ni antibiotici, dok su najpoznatiji dekaketidi
(10 x C») aflatoksini. Makrociklio¢ni antibiotici su takode grupa poliketida [19].

Drugi put metabolizma fenolnih jedinjenja je iz Sikiminske kiseline (Sikimatni put). Iz Sikiminske
kiseline nastaju aromati¢ne aminokiseline L—fenilalanin, L-tirozin i L-triptofan. Procesom
deaminovanja fenilalanina i tirozina nastaju cimetna kiselina i p—kumarinska kiselina, koje ulaze u
fenilpropanoidni put biosinteze. Fenilpropanoidnim putem nastaje veliki broj fenilpropanoidnih,
Sikimatskih metabolita (Ce—C1, Ce—C2, Ce—C3 i Ce—C3—Cs molekulske strukture). Kod svih ovih
metabolita Ceste su reakcije monooksigenacije ¢ime se uvode fenolne grupe u skelet molekula, koje
mogu biti slobodne ili vezane estarskim ili glikozidnim vezama. Najvaznija fenolna jedinjenja
prisutna u biljkama iz grupe fenilpropanoida su fenolne kiseline, flavonoidi i tanini [19].

Fenolne kiseline koje su derivati benzoeve kiseline imaju Cs—C1 skelet. Benzenov prsten moze
biti supstituisan razli¢itim brojem slobodnih ili metilovanih fenolnih grupa. Fenolne kiseline derivati
cimetne kiseline poseduju Ce—Cs3 skelet. U bo¢nom nizu ovih kiselina nalazi se dvostruka veza, a
karboksilna grupa moze biti slobodna ili esterifikovana. Neke od fenolnih kiselina prikazane su na
Slici 2.

Osnovna struktura molekula Naziv Funkcionalna grupa
Ry Ry Rs Ry
Derivati benzoeve kiseline
R Salicilna kiselina H H H OH
2. p-Hidroksibenzoeva kiselina H OH H H
Gentizinska kiselina OH H H OH
OH Protokatehuinska kiselina H OH OH H
Ry Galna kiselina OH OH OH H
Ry 0 Vanilinska kiselina H OH OCH: H
Siringinska kiselina OCH; OH OCH: H
Derivati cimetne kiseline
N p-Kumarinska kiselina H OH H H
Kofeinska kiselina H OH OH H
" Ferulinska kiselina OCH; OH H H
= OR, Sinapinska kiselina OCH:; OH OCH: H
Ry Hlorogena kiselina H OH OH C7HoOs

(0]

Slika 2. Fenolne kiseline, derivati benzoeve i cimetne kiseline
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Flavonoidi su prirodna jedinjenja koja su prisutna u vocu, povréu, Zitaricama, kao i u razli¢itim
delovima biljaka poput kore, korena, stabljika i cvetova. Takode se nalaze u nekim napicima poput
¢aja 1 vina. Naziv su dobili od latinske reci flavus sto znac¢i zut, mada ova jedinjenja mogu biti i
crvene, ljubicaste, plave i narandzaste boje. Formula osnovne strukture flavonoida je Ce—C3z—Cs. U
zavisnosti od modifikacija koje se javljaju u osnovnoj strukturi flavonoidi su podeljeni na vise klasa
koje se razlikuju prema stepenu zasi¢enosti osnovne strukture, broju i poziciji fenolnih grupa kao i
prema poziciji sekundarnog aromati¢nog prstena. Flavonoidi se mogu klasifikovati na derivate
halkona, izoflavonoida, flavona, flavonola, flavanola, flavanonola, flavanona i antocijana (Slika 3)

[20].
-
I | >

Antocijani Halkoni Izoflavonoidi

0

Flavan
Flavanoni Osnovna struktura flavonoida
| ‘
(8]
o .
%I‘ B
Flavanonoli Flavanoli Flavonoli

Slika 3. Klasifikacija flavonoida

Flavonoidi i fenolne kiseline su bioloski veoma aktivna jedinjenja. Najbolje je ispitana njihova
antioksidativna aktivnost koja je potvrdena brojnim studijama. Antitumorski efekat zasniva se na
sposobnosti flavonoida da smanjuju proliferaciju ¢elija i usporavaju angiogenezu. Antiinflamatorna
aktivnost flavonoida ogleda se kroz potencijal da inhibiraju ciklooksigenazni i lipooksigenazni put
sinteze inflamatornih medijatora, kao i da inhibiraju sintezu eikozanoida — prostaglandina, koji su
ukljuceni u inflamatorni odgovor. Uti¢u preventivno na kardiovaskularne bolesti, pokazuju
antitrombogenu aktivnost i smanjuju nivo holesterola [21]. Neki flavonoidi ispoljavaju i
antidijabetsku, vazorelaksantnu, imunomodulatornu, antimutagenu i antiestrogenu aktivnost [22].

Kumarini (Ce—Cs—laktoni) su, takode, dosta prisutni u biljkama, nastaju metabolizmom iz
cimetne Kkiseline i p-kumarinske Kkiseline. Kumarini su poznati po tome S$to ispoljavaju
antikoagulantnu aktivnost, a takode i antimikrobno, antiinflamatorno i antitumorsko dejstvo [23].
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Alkaloidi

Alkaloidi ¢ine veliku i raznovrsnu grupu farmakoloski aktivnih jedinjenja koji su proizvodi
sekundarnog metabolizma biljaka, ali ih mogu sintetisati i neke zivotinje i mikroorganizmi. Mogu se
naci u korenu, kori i listovima zeljastih i1 drvenastih biljaka najces¢e u obliku soli organskih kiselina,
a rede u obliku amida, estara, glikozida ili slobodni. Iako su Siroko zastupljeni u biljkama ne
ispoljavaju znacajne fizioloske funkcije u biljnom organizmu. Gorkog su ukusa te ispoljavaju zastitnu
ulogu, tako Sto Stite biljke od insekata i herbivora, a pokazuju i antimikrobnu aktivnost. Pored toga,
neki alkaloidi imaju ulogu u klijanju semena [22].

Ovi sekundarni metaboliti se sintetiSu iz aminokiselina ornitina, lizina, fenilalanina, tirozina i
triptofana. Karakteristi¢na osobina alkaloida je pristustvo jednog ili vise atoma azota koji je najcesce
ugraden u heterocikli¢ni prsten molekula [22]. Odabrani biljni alkaloidi prikazani su na Slici 4.

H O /CH3 HSC\N
\ HBC\N N
NN PR | )
| I o= N N 0 OH
CH o

Z CHs;
N 3
Nikotin Kofemn Atropin
@)
/C Hj
—N @]
O
O
Morfin Kokam Vinkristin

Slika 4. Strukturne formule alkaloida

Alkaloidi pokazuju veoma Sirok opseg farmakoloskih delovanja ukljucujuéi analgeziju, lokalnu
anesteziju, hipotenziju, citotoksi¢nost, vazokonstrikciju, sréanu i respiratornu stimulaciju, opustanje
miSicne muskulature. Pored toga, ispoljavaju i antibakterijsku, antivirusnu, antigljiviénu,
antioksidativnu, antiinflamatornu i antitumorsku aktivnost [16].

Farmakoloski efekti alkaloida su jo§ od davnina poznati ¢oveku. Morfijum je prvi alkaloid koji
je izolovan 1804. godine iz droge opijuma dobijene zasecanjem Caura opijumskog maka (Papaver
somniferum var. album) za koji se od davnina znalo da ispoljava analgetska svojstva. | danas je
primena ovog alkaloida indikovana u terapiji ublazivanja akutnog i hroni¢nog bola [22, 24]. Kofein
se koristi za povecanje budnosti stimuliSuci respiratorni, kardiovaskularni i nervni sistem, a takode
ima i diureticka svojstva. Nikotin ima umirujuéa svojstva ali izaziva i zavisnost. Neki alkaloidi poput
kokaina i dietilamida lizerginske kiseline (LSD) imaju psihoaktivna svojstva. Meskalin iz kaktusa
ima halucinogena svojstva. Alkaloidi imaju Siroku medicinsku upotrebu, poput atropina koji je
antagonista acetilholina i koristi se za Sirenje zenica. Ergometrin ispoljava vazokonstriktornu
aktivnost i daje se u cilju kontrole krvarenja, a simulira i efekte oksitocina. Kinin pokazuje
antimalarijsku aktivnost [25]. Vinka alkaloidi poput vinblastina i vinkristina se nalaze u klini¢koj
upotrebi Evrope i SAD u terapiji kancera [26].
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2.3. Bioloska aktivnost sekundarnih metabolita
Antioksidativna aktivnost

Reaktivne vrste kiseonika (eng. reactive oxygen species, ROS) poput superoksidnog anjona
(027), hidroksil (OH"), peroksil (ROO") i alkoksil (RO") radikala, vodonik—peroksida (H203) i
singletnog kiseonika su nusproizvodi ¢elijskog metabolizma i imaju vaznu ulogu u prenosenju
signala, ekspresiji gena, transportu jona i apoptozi. Pored endogenih faktora, na poveéanje nivoa ROS
u organizmu uticu i faktori okoline kao Sto su stres, zagadenje, pesticidi, hemijski agensi i sli¢no.
Celije se od viska ROS brane prirodnim enzimskim i neenzimskim antioksidansima (glutation,
bilirubin, vitamin C, selen). Medutim, kada dode do prekomerne produkcije ROS usled nekih
patoloskih stanja $§to prevazilazi kapacitete antioksidativne odbrane c¢elija, dolazi do oStec¢enja
proteina, lipida, RNK i DNK i dalje do razvijanja hroni¢nih bolesti koje su povezane sa oksidativnim
stresom [27, 28].

Veliki broj jedinjenja koja nastaju sekundarnim metabolizmom u biljkama pokazuje
antioksidativnu aktivnost. Prirodne izvore antioksidanasa predstavljaju voce i povrée, zacini, biljna
ulja, razliciti delovi biljaka kao $to su koren, listovi i seme, oraSasti plodovi, kao i pica ¢aj, kafa i
vino. Antioksidansi imaju sposobnost da Stite organizam od ROS i reaktivnih vrsta azota (eng.
reactive nitrogen species, RNS) [28, 29].

Antioksidansi mogu biti klasifikovani kao primarni ili sekundarni antioksidansi. Primarni
antioksidansi direktno inhibiraju reakcije oksidacije ostvarujuc¢i efekat preko dva moguca
mehanizma: prenos jednog elektrona (eng. single electron transfer, SET) ili prenos atoma vodonika
(eng. hydrogen atom transfer, HAT) [28-30].

SET mehanizam: ROO" + ArOH — ROO™ + [ArOH]*
HAT mehanizam: ROO" + ArOH —— ROOH + ArOH"

Sekundarni antioksidansi indirektno ostvaruju antioksidativnu aktivnost helirajuci jone prelaznih
metala kao $to su gvozde, cink ili bakar u ¢ijem prisustvu nastaju slobodni radikali Fentonovom
reakcijom [28-30]:

Fe?* + H,0, —>Fe3* + OH" + OH"
Tri glavne grupe antioksidanasa poreklom iz biljaka su flavonoidi, vitamini i karotenoidi.

Antioksidativna aktivnost flavonoida je dobro ispitana. Za ispoljavanje antioksidativne aktivnosti
flavonoida neophodno je prisustvo slobodnih hidroksilnih grupa: njihov broj, pozicija i supstitucija,
kao i sistem dvostrukih veza koji omogucéava rezonantu stabilizaciju molekula. Flavonoidi ispoljavaju
antioksidativnu aktivnost tako Sto direktno hvataju ROS, heliraju prelazne metale, aktiviraju
antioksidativne enzime, inhibiraju enzime koji su ukljuceni u puteve stvaranja slobodnih radikala,
redukuju radikale o—tokoferola, povecavaju antioksidativnu aktivnost drugih antioksidanasa [31]. U
ekstraktima biljaka je uvek prisutan veliki broj flavonoida koji ispoljavaju sinergisti¢ki
antioksidativni efekat tako Sto se antioksidansi medusobno Stite, imaju razli¢ite mehanizme
antioksidativne aktivnosti kao i to da jedni druge mogu da regenerisu [32].

Hvatanje radikala i ispoljavanje visoke antioksidativne aktivnosti uslovljeno je prisustvom tri
karakteristi¢ne strukture u molekulu flavonoida (Slika 5) [31]:

a) kateholna (orto—dihiroksi) struktura u B prstenu
b) 2,3—-dvostruka veza u konjugaciji sa 4—okso funkcionalnom grupom u C prstenu
¢) hidroksilne grupe na polozajima 31 5
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Slika 5. Strukturne karakteristike flavonoida koje uslovljavaju visoku antioksidativnu aktivnost

Eksperimentalno je dokazano da glikozilovana hidroksilna grupa na polozaju 3 u prstenu C jako
smanjuje antioksidativnu aktivnost jedinjenja te tako kvercetin 3-O-glikozid ispoljava nizu
antioksidativnu aktivnost od aglikona kvercetina [31, 33].

Poznato je da neki flavonoidi heliraju prelazne metale i tako indirektnim mehanizmom inhibiraju
stvaranje slobodnih radikala. Neophodno je da na skeletu molekula postoje mesta za vezivanje jona
metala kao $to su kateholna grupa u prstenu C i hidroksilne grupe u polozajima 3 i 5 (Slika 6).
Kvercetin je poznat po svojoj sposobnosti da helira i stabilizuje gvozde [31].

Ho--"M™
OH
0
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R
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Slika 6. Mesta za vezivanje prelaznih metala [34]

Pored flavonoida, veliki broj terpena ispoljava antioksidativnu atktivnost tako Sto deluju
kardioprotektivno, neuroprotektivno, hepatoprotektivno, gastroprotektivno, nefroprotektivno, stite
vid, a imaju i antidijabetsku i antikancersku aktivnost [35]. Karotenoidi kao $to su f—karoten, likopen
1 lutein ispoljavaju antioksidativnu aktivnost prema singletnom kiseoniku vracajuci ga u nepobudeno
stanje [36]. Likopen je karotenoid koji ima Siroku primenu u prehrambenoj industriji kao boja za
hranu, dok se lutein primenjuje u kozmetic¢koj industriji jer sprecava lipidnu oksidaciju u ¢elijama
koze. Medutim, primena karotenoida kao antioksidanasa je ogranicena jer su fotosenzitivni i brzo
dolazi do njihove oksidacije u kontaktu sa svetlom [36].

Antidijabetska aktivnost

Glavne izvore glukoze u ljudskoj ishrani predstavljaju slozeni ugljeni hidrati skrob i1 glikogen.
Pod dejstvom digestivnih enzima kao $to su a—amilaza, o—glukozidaza i p—glukozidaza dolazi do
razgradnje sloZenih ugljenih hidrata do polisaharida i monosaharida. Inhibicijom ovih enzima
smanjuje se nastanak monosaharida koji se lako apsorbuju i podizu nivo Secera u krvi. Ispoljavanjem
antidijabetske aktivnosti aktivnih jedinjenja biljnog porekla postize se smanjenje glikemijskog
indeksa namirnica [37].
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Lekovite biljke se mogu koristiti kao dodatna terapija konvencionalnim lekovima za lecenje ili
za prevenciju nastanka i razvoja dijabetesa. Ova praksa je prisutna u tradicionalnoj medicini naroda
Sirom sveta, a obuhvata koris¢enje lekovitih biljaka ili njihovih preparata radi regulacije nivoa
glukoze u organizmu. Mnoga fitojedinjenja (flavonoidi, terpeni, saponini i alkaloidi) ispoljavaju
antidijabetsku aktivnost tako $to ostvaruju razlicite efekte kao $to su: inhibiranje enzima o—amilaze,
B—glukozidaze i B—galaktozidaze, inhibiranje razgradnje skroba, stimulacija glukogeneze i hepati¢ne
glikolize, regeneracija f—celija pankreasa, povecanje broja i veli¢ine ¢elija Langerhansovih ostrvaca,
stimulacija sekrecije insulina, povecanje osetljivosti na insulin ili ispoljavanje efekata sli¢nih onima
koje insulin ispoljava. Pored toga, fitojedinjenja svojim antioksidativnim efektom deluju protektivno
na antioksidativni stres koji je odgovoran za disfunkciju f—Celija pankreasa. Svi ovi efekti rezultuju
smanjenjem nivoa glukoze u krvi i povecanjem nivoa insulina koji je kljucan za transport glukoze u
misicne Celije i adipocite [38].

Antibakterijska aktivnost

Biljke predstavljaju bogat izvor prirodnih jedinjenja koja ispoljavaju antimikrobnu aktivnost
prems bakterijama, gljivicama i virusima. S obzirom na loSu praksu upotrebe konvencionalnih
antibiotika i na sve veée razvijanje rezistencije mikroorganizama, istrazivanje novih potencijalnih
antibiotika i analiza njihove hemijske strukture ima veoma zna¢ajnu ulogu. Prednosti koris¢enja
fitojedinjenja kao antimikrobnih agenasa su njihova laka dostupnost, niska cena i bezbedniji su za
upotrebu sa zanemarljivim nezeljenim efektima. Neki zajednicki mehanizmi kojima fitojedinjenja
ostvaruju antimikrobnu aktivnost su poremecaj strukture celijskog zida, poveéanje propustljivosti
¢elijske membrane, interakcija sa vitalnim enzimima, inhibicija sinteze proteina, inhibicija efluks
pumpe, ostecenje DNK, poremeéaj pH vrednosti u ¢eliji bakterije i sliéno. Na osnovu hemijske
strukture i svojstava, fitojedinjenja mogu da ispoljavaju antimikrobnu aktivnost preko jednog ili vise
mehanizama. Potvrdeno je da antimikrobnu aktivnost ispoljava veliki broj jedinjenja medu kojima su
polifenoli, alkaloidi, tanini, terpeni, saponini i kumarini [39, 40].

Polifenoli inhibiraju bakterijske faktore virulencije, enzime i toksine, naruSavaju integritet
¢elijske membrane, povecavaju kiselost u celiji smanjuju¢i pH vrednost, spre¢avaju formiranje
biofilma i ispoljavaju sinergisticke efekte sa konvencionalnim antibioticima [41]. Eksperimentalno
je potvrdeno da postoji sinergizam izmedu kvercetina i amoksicilina za inhibiranje enzima B—
laktamaze kod bakterija koje su razvile rezistenciju na amoksicilin. Resveratrol pokazuje aktivnost
na multirezistentne Gram-negativne bakterije inhibirajuéi aktivnost efluks pumpe [41]. Fenolne
kiseline poput galne, p—kumarinske, kofeinske i ferulinske narusavaju integritet ¢elijske membrane
bakterija. Kvercetin, naringenin, apigenin, luteolin, miricetin i hlorogena kiselina interaguju sa
krucijalnim enzimima bakterija 1 time sprecavaju njihov rast i razmnozavanje. Kumarini pored
antikoagulantnog efekta ispoljavaju i antibakterisjki efekat inhibiranjem DNK ziraze, sprecavajuci
supernamotavanje DNK lanca [40].

Alkaloidi su strukturno veoma raznovrsna grupa jedinjenja koja pokazuje antimikrobnu
aktivnost. Antimikrobni efekti alkaloida ogledaju se kroz uticaj na ¢elijsku deobu inhibiraju¢i sintezu
nukleinskih kiselina, dovode do disrupcije bakterijske membrane, inhibiraju virulentne faktore
bakterija i mogu da inhibiraju formiranje biofilma [41]. Berberin moze da inhibira sintezu i ekspresiju
bakterijskih enzima, piperin i rezerpin inhibiraju efluks pumpe, a kofein inhibira proteine kojima
bakterije medusobno komuniciraju (eng. quorum sensing proteins) kao i formiranje biofilma bakterija
[40].

Poznato je da jednostavniji terpeni i terpenoidi koji ulaze u sastav etarskih ulja ispoljavaju jaku
antimikrobnu aktivnost. Mehanizam dejstva povezan je sa njihovom lipofilnom strukturom koju €ini
benzenov prsten, veliki broj izoprenoidnih jedinica sa dvostrukim vezama kao i poneka hidroksilna
grupa. Terpeni pre svega narusavaju integritet Celijske membrane povecavajuci njenu fluidnost 1
permeabilitet [40].
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Etnofarmakologija sve viSe dobija na znacaju jer lekovite biljke predstavljaju bogat i nepresusan
izvor prirodnih jedinjenja koja ispoljavaju Sirok spektar bioloSke aktivnosti. Ova oblast kombinuje
principe farmakologije, etnobotanike, etnofarmakologije i hemijske analize kako bi istrazila
tradicionalno znanje o lekovitim svojstvima biljaka i prilagodila ga savremenim nau¢nim metodama.

2.4, Cuvarkuéa (Sempervivum tectorum L.)
2.4.1. Taksonomska Klasifikacija i morfologija

Cuvarkuéa (Sempervivum tectorum L.) je visegodisnja zeljasta biljka koja pripada familiji
sukulentnih biljaka — Crassulaceae. Naziv biljake poti¢e od latinskih re¢i sempervivum (uvek Ziva) i
tectorum (krov) sto ukazuje na njenu dugovecnost i otpornost. Rod Sempervivum broji oko 60 vrsta
koje su samonikle u oblasti Mediterana, rastu u juznim delovima Evrope, od Spanije do Balkanskog
poluostrva, u oblasti Male Azije i na severu Afrike, ali se i uzgajaju kao bastenske biljke [42].

Familija Crassulaceae je velika familija sukulentnih dikotiledonih skrivenosemenica koje imaju
so¢ne 1 mesnate listove sa jedinstvenim oblikom fotosinteze. Rodovi koji spadaju u ovu familiju
biljaka su Sedum spp. (350 — 500 vrsta), Crassula spp. (150 vrsta), Kalanchoe spp. (144 vrste),
Echeveria spp. (139 vrsta), Sempervivum spp. (63 vrste), Rhodiola spp. (58 vrsta), Dudleya spp. (47
vrsta), Tylecodon spp. (46 vrsta) i Aeonium spp. (40 vrsta) [43, 44]. Debeo sloj parenhima u listovima
sluzi za ¢uvanje i skladiStenje vode Sto omogucéava prezivljavanje u suvim klimatskim uslovima
(stepe, polupustinje i pustinje, Mediteran), odnosno na suvim staniStima (stene, krovovi, zidovi,
dimnjaci) na kojima ove biljke zive i opstaju. Shodno tome, u biljkama se razvio specifi¢an oblik
fotosinteze koji je po ovoj familiji dobio naziv Crassulacean acid metabolism (CAM) [45]. Da bi se
smanjio gubitak vode, biljke su razvile odredene anatomske i morfoloske karakteristike kao Sto su
debele kutikule, velike ¢elije 1 vakuole koje imaju sposobnost skladistenja vode, dok je s druge strane
smanjena zastupljenost i veli¢ina stoma. CAM je regulisan smenom dana i no¢i. Glavna promena je
u otvorenosti stoma. Stome se otvaraju preko noc¢i, omogucavajuéi ulazak ugljen—dioksida. Ugljen-
dioksid se u citosolu ¢elija pod dejstvom enzima fosfoenolpiruvat—karboksilaze metabolise do
organske kiseline, najcesée jabucne kiseline, koja se ¢uva u vakuolama i predstavlja izvor ugljen-
dioksida. Tokom dana stome se zatvaraju da bi se sprecilo isparavanje vode. Da bi se mogao izvrsiti
proces fotosinteze, dekarboksilacijom jabuéne kiseline oslobada se ugljen—dioksid koji u stromi
hloroplasta ulazi u Kalvinov ciklus 1 postaje supstrat za kljucni enzim ovog procesa ribuloza—1,5—
bisfosfat—karboksilazu—oksigenazu pri ¢emu nastaju $eceri, skrob i druge gradivne jedinice [46].

Cuvarkuéa je zimzelena biljka sa so&nim listovima rasporedenim u visegodi$nje bazalne rozete
pre¢nika 8 — 15 cm koja raste na suvim stanistima od 200 — 2800 m nadmorske visine (Slika 7) [47,
48]. Bazalni listovi su zelene boje, obrnuto jajoliki, lancetasti, sa zasiljenim crvenkastim vrhom. S.
tectorum se razmnozava samostalno preko stolona (vreza) tako $to iz bazalne rozete proizvodi
izdanke koji rastu na povrsini zemlje gde formiraju adventivno korenje u ¢vorovima i novu biljku od
pupoljka. Biljka cveta od jula do avgusta formirajuci stabljiku visine 20 — 40 cm sa hermafroditnim
cvetovima na vrhu rasporedenih u metlicu koju sacinjava vise od 30 cvetova. Plod se razvija u obliku
folikula koji su sterilni. Nakon cvetanja listovi stare, suse se i biljka odumire [48].
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Slika 7. Cuvarkuéa (Sempervivum tectorum L.)

2.4.2. Tradicionalna primena ¢uvarkuce

Od davnina je poznata tradicionalna primena svezih i osusenih listova ¢uvarkuée kao i soka
iscedenog iz listova za spoljasnju ili unutrasnju upotrebu [9]. U Srbiji se najcesce koristi sveze isceden
sok iz listova ¢uvarkuée kod upalnih procesa uva [5, 49]. Sok se koristi i za promene na kozi kao §to
su bradavice, Cirevi, keratoze, opekotine, nakon ujeda insekata, ali i na bolnim regijama zahvacenim
gihtom kao rashladno sredstvo i adstringent [47]. Preporucuje se da se kod upale besike pije ¢aj od
osusenih listova ¢uvarkuce [50]. Kod ¢ira na Zelucu treba sazvakati jedan list dnevno. Uzduzno
zaseCenim listom premazuje se mesto na kozi zahvaceno virusom Herpes zoster [51]. Ispitanici iz
okoline Vranja navode da, kada se pojedu, svezi listovi ¢uvarku¢e smanjuju nivo secera u krvi [5].
Za teze bolesti koristi Se kombinacija listova ¢uvarkuce sa medom i limunovim sokom [5]. MeSavina
meda sa sokom iz listova cuvarkuée 1 sokom od drugih biljaka koristi se kod cira na
dvanaestopala¢nom crevu, zgaravice, gastritisa, intestinalne kandide i kancera debelog creva [6]. Za
poboljsanje sporog varenja preporucuje se da se nekoliko svezih listova sazvace ujutru [49]. Isceden
sok iz listova primenjuje se kod dijareje [52]. Na Kosovu se svezi listovi primenjuju kod anemije
[53]. Takode, u juznom delu Kosova zabeleZeno je da se listovi ¢uvarkuce primenjuju u formi ¢aja
kod ginekoloskih problema, sveze sazvakani za bolove u stomaku ili se zgnjeceni listovi direktno
stavljaju na regiju edema na nogama, a sok isceden iz listova primenjuje se topikalno kod upale uva
i poremecaja oka [54].

U Bosni i Hercegovini pored spoljasnje, zabeleZena je i unutra$nja upotreba kod razli¢itih stanja
kao $to su upala grla, nervoza 1 anksioznost kod dece, nesanica, epilepsija, ¢ir na zelucu, menstrualne
tegobe i obilne menstruacije. Spolja se primenjuje za osipe na kozi, ¢ireve, kurje oko i pege [1, 2]. U
Sloveniji se pored koris¢enja soka iscedenog iz listova kod upale uva, listovi cuvarkuce koriste kod
gljivicne infekcije na stopalu i noktima [55]. Navodi se da je infuz listova ¢uvarkuée u hladnoj vodi
dobar za osvezenje kod groznice, a listovi i klice koriste se i kao salata [32]. U Rumuniji se nadzemni
delovi biljke tradicionalno koriste za impetigo (gnojna upala epidermisa), tineu (gljivi¢na infekcija),
erizipel (akutna bakterijska infekcija koze), akne, opekotine, ujede insekata, kurje oko, bradavice,
afte u ustima i1 pege ispoljavaju¢i antiinfektivnu, antiinflamatornu, adstringentnu i hemostatsku
aktivnost [56]. U Italiji se sok iz listova ¢uvarkuce koristi kod ujeda insekata, dok se zgnjeceni listovi
stavljaju na ¢elo kod glavobolje [45, 57]. Takode, u alpskom regionu Italije poznata je i veterinarska
upotreba kod goveda i ovaca koji se hrane listovima ¢uvarkuce da bi eliminisali gastrointestinalne
tegobe koje nastaju kao posledica unosa lucerke i drugih svezih biljaka koje dovode do akutne
nadutosti [58]. Primena ¢uvarkuce u etnoveterinarskoj medicini za tretman nadutosti takode je
zabeleZena i u Rumuniji, a pored toga, koristi se i kod mastitisa [59].
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2.4.3. Fitohemijski sastav ¢uvarkuée

Prisustvo jednostavnih organskih kiselina koje nastaju kao proizvod CAM je karakteristicno za
biljke iz familije Crassulaceae [60]. Fitohemijskim ispitivanjima zaklju¢eno je da je jabu¢na kiselina
najzastupljenija organska kiselina, a zatim limunska i ¢ilibarna kiselina [5, 45]. U mnogo nizim
koncentracijama prisutne su i oksalna, askorbinska i fumarna kiselina [5]. Zbog fizioloskih
karakteristika CAM u kojem se ugljen—dioksid skladisti u formi jabu¢ne kiseline, sasvim je o¢ekivana
njena najveca zastupljenost u ekstraktima Cuvarkuce. Koncentracija jabucne kiseline varira u
cirkadijalnom ritmu. Tokom no¢i koncentracija je veca jer se ugljen—dioskid transformise u jabu¢nu
kiselinu kao formu koja omoguéava njegovo skladistenje, dok tokom dana dolazi do dekarboksilacije
jabucne kiseline, formira se ugljen—dioksid, a koncentracija jabuc¢ne kiseline se smanjuje.

Fenolna jedinjenja su tri puta viSe zastupljena u listovima nego u soku iscedenom iz listova
Cuvarkuce [47]. Flavonoidi koji su identifikovani nakon kisele hidrolize u ekstraktu ¢uvarkuce su
derivati flavonola: kempferol, herbacetin, kvercetin i miricetin [61]. Analizom je utvrdeno da su
najvise zastupljeni glikozidi kempferola, dok su glikozidi kvercetina prisutni u manjoj meri [60].
Aglikoni flavonola su najce$¢e supstituisani na pozicijama 3-O i 7-O, u formi mono— di- i
triglikozida, a kao Se¢erne komponente preovladuju glukoza i ramnoza [60]. Glavni flavonoid je
identifikovan kao kempferol-3—O-ramnozil-glukozid—7—O-ramnozid sa molekulskim jonom [M-
H]~ na m/z 739 [5, 45, 62]. Prisustvo ovog jedinjenja u ¢uvarkudi je interesantno jer se triglikozidi
flavonoida retko javljaju kod biljaka iz familije Crassulaceae [62].

Takode, u ekstraktu ¢uvarkuce identifikovano je i prisustvo Secera sedoheptuloze, polialkohola
2—C—metil-D—eritritola kao i procijanidina B2 [45, 47].

Navodi se da je fruktoza najzastupljeniji slobodan secer, a pored nje, zastupljeni su i glukoza,
saharoza i trehaloza [45]. Nakon jako kisele hidrolize identifikovani su monosaharidi ramnoza,
arabinoza, ksiloza, manoza, galaktoza i uronska kiselina [63]. Medutim, do sada nije uradena
kompletna identifikacija i kvantifikacija pojedinac¢nih Seéera u uzorcima ¢uvarkuce, Sto predstavlja
znacajan nedostatak u naucnoj literaturi. Detaljan profil Secera moze pruziti dragocene informacije o
nutritivnim i terapeutskim vrednostima ove biljke, stoga je neophodno sprovesti istrazivanja kako bi
se omogucila sveobuhvatna procena zdravstvenog potencijala cuvarkuce.

2.4.4. Bioloska aktivnost ¢uvarkuée

Zahvaljujuci bogatom fitohemijskom profilu i velikom broju razli¢itih fitojedinjenja, ¢uvarkuca
predstavlja potencijalnu biljnu drogu sa Sirokim mogucénostima primene. Bioloska aktivnost soka i
listova ¢uvarkuée ispitana je in vitro i in vivo u brojnim eksperimentima.

Antioksidativna aktivnost ekstrakata Cuvarkuce ispitana je primenom elektron—paramagnetne
rezonantne (EPR) spektroskopije kao i spektrofotometrijskim testovima DPPH, ABTS, FRAP,
ORAC [32, 33,42, 64, 65]. Antimikrobna i antibakterijska aktivnost cuvarkuce ispitana je i potvrdena
na velikom broju mikroorganizama koji se dovode u vezu sa brojnim patoloskim stanjima kod ljudi i
zZivotinja [5, 47, 50, 66, 67].

Antinociceptivna aktivnost soka iz listova cuvarkude ispitana je testom gréenja kod miseva koje
je prouzrokovano intraperitonealnim ubrizgavanjem sircetne kiseline. Potvrdeno je da je sok iz listova
cuvarkuce znacajno smanjio broj gréenja i osecaj bola [60]. Takode, za ispitivanje antinociceptivne
aktivnosti ekstrakata ¢uvarkuce koji su primenjeni intratekalno 1 intraperitonealno, kori§¢ena su dva
testa na pacovima: test povlacenja repa (eng. tail-flick test) nakon uranjanja u toplu vodu i test
povlacenja Sape (eng. paw withdrawal test) nakon toplotne stimulacije [63]. Potvrden je znacajni
antinociceptivni efekat na Sape zahvacene inflamacijom nakon intraperitonealne primene ekstrakta.
Intratekalna primena ekstrakta proizvela je blag antinociceptivni efekat.

Hepatoprotektivni efekat ekstrakta cuvarkuée kod hiperlipidemi¢nih pacova potvrden je
mikroskopskim pregledom morfoloSkih promena. U grupi Zivotinja u kojoj je indukovana
hiperlipidemija ishranom i primenom alkohola povecava se koncentracija Al, Ba, Nii Ti u poredenju
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sa kontrolnom grupom. Primena ekstrakta cuvarku¢e dovodi do eliminacije ovih metala 1 time
ostvaruje efekat detoksikacije [68]. Hepatoprotektivni efekat ostvaren je i time §to primena ekstrakta
¢uvarkuce dovodi do stabilizacije ¢elijske membrane [69]. Ispitan je i efekat ekstrakta Cuvarkuce na
smanjivanje nivoa lipida kod pacova sa steatozom jetre. Primenom ekstrakta modifikovan je
metabolizam lipida kod hiperlipidemi¢nih pacova. Doslo je do smanjenja nivoa ukupnog holesterola
i triglicerida u serumu kao i do povecanja koncentracije HDL holesterola [70].

Efekat cuvarkuce na zarastanje rana ispitan je na ¢elijama humanog epitelnog kolorektalnog
karcinoma (HCT 116) tako $to je dokazano da su frakcije Cuvarkuée uticale na migraciju i
proliferaciju ¢elija [45]. Rezultati ispitivanja navode i inhibitornu sposobnost ekstrakta cuvarkuée na
metabolicku aktivnost humanih ¢elija melanoma WM-266-4, S§to ukazuje na mogucnost
antikancerske primene [65].

25. Med

Med je prirodna, slatka supstanca, slozenog sastava, koju proizvode medonosne pcele (Apis
mellifera) iz nektara cvetova biljaka, ili iz sokova sa zivih delova biljaka, ili od ekskreta insekata koji
se hrane biljnim sokovima. Ove sakupljene materijale pcele preraduju, dodaju im sopstvene
specifi¢ne supstance, dehidriraju ih i odlazu u ¢elije saca. Med se prema poreklu klasifikuje kao cvetni
ili nektarni med i medljikovac ili Sumski med. Cvetni med moze biti monofloralni ukoliko je
proizveden od nektara koji je sakupljen sa cvetova dominantno jedne odredene biljne vrste
(bagremov, kestenov, lipov med, itd.) ili polifloralni koji nastaje prikupljanjem nektara sa cvetova
razli¢itih biljnih vrsta (cvetni ili livadski med). S druge strane, medljikovac se dobija sakupljanjem i
preradivanjem medljike — slatke tecnosti koju izluCuju insekti (Hemiptera) ili medne rose —
sladunjavog soka kojeg luce listovi nekih ¢etinarskih i listopadnih vrsta drveca [71, 72].

Glavni sastojak meda su Seceri (80 — 85%), prevashodno monosaharidi glukoza i fruktoza, dok
je druga najzastupljenija komponenta voda (15 — 17%) te prema tome med predstavlja viskozni
rastvor Secera u vodi. Pored vode i ugljenih hidrata u tragovima su prisutni proteini, aminokiseline,
enzimi, vitamini, minerali, fenolna jedinjenja i druge supstance [73].

Med sadrzi fenolne kiseline i1 flavonoide ¢iji sastav i1 zastupljenost mogu da se razlikuju u
zavisnosti od biljaka sa ¢ijih cvetova su pcele sakupljale nektar. Ova fenolna jedinjenja predstavljaju
sekundarne metabolite biljaka i u medu poticu iz biljnog nektara ili propolisa. Fenolne kiseline
identifikovane u medu su: kofeinska, sinapinska, p-kumarinska, galna, elaginska i p-—
hidroksibenzoeva kiselina. Najzastupljeniji flavonoidi u medu su kempferol, kvercetin, pinocembrin,
galangin, apigenin, luteolin i izoramnetin. Prisustvo fenolnih jedinjenja u medu odgovorno je za
ispoljavanje terapeutskih efekata meda [74].

Med se smatra prirodnom (dubokom) eutektickom smesom (eng. NAtural Deep Eutectic Solvent,
NADES) zbog visokog sadrzaja Secera, ukljucuju¢i monosaharide 1 disaharide, medu kojima se
formiraju vodoni¢ne veze. Ove karakteristike medu daju sposobnost da deluje kao efikasan rastvarac,
jer moze rastvoriti i polarna i nepolarna jedinjenja. Kao takav, med ima potencijal da se koristi za
ekstrakciju fitojedinjenja, Sto ga ¢ini korisnim u pripremi razliitih preparata. Pored svojstva
rastvaraa, med moze znaCajno uticati na apsorpciju, farmakolosku aktivnost i1 biodostupnost
fitokomponenata. Zbog interakcija koje med ostvaruje sa bioaktivnim molekulima, moze povecati
njihovu stabilnost, efikasnost i biodostupnost [75].

Med je od davnina imao primenu u tradicionalnoj medicini za zarastanje rana, a koristio se i kao
prirodni zasladiva¢. Pre svega, med ispoljava antioksidativnu aktivnost zbog prisustva fenolnih
jedinjenja. Med pokazuje i brojne bioloske aktivnosti kao §to su antiinflamatorna, antitrombotska,
antibakterijska, antivirusna, antialergijska i vazodilatatorna. Takode, koristi se kod dijareje, Cira na
zelucu, artritisa, dijabetesa, kaSlja, gljivicnih infekcija, zarastanja rana i kancerskih oboljenja.
Antioksidativni efekat meda doprinosi ispoljavanju zastitnog efekta na jetru i srce. Takode, navodi se
I protektivni efekat meda kod gastrointestinalnih tegoba. Sam ili u kombinaciji sa limunovim sokom
med se primenjuje za ja¢anje imunog sistema [74, 76].
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2.5.1. Med sa dodacima

U mnogim kulturama i tradicijama praksa meSanja meda sa razli¢itim svezim i osu$enim
delovima biljaka, zacinima ili vo¢em ima dugu istoriju i Siroku primenu. Biljke, zahvaljujuéi
sekundarnim metabolitima, poseduju brojna lekovita svojstva i imaju mnoge povoljne efekte na
zdravlje. Dodavanjem ovih biljaka u med, osim produzenja veka trajanja biljnog materijala zbog
prirodnih konzervativnih svojstava meda, postize se I obogaéivanje ukusa i mirisa meda. Takode,
povecéavaju se i potencijalne zdravstvene prednosti primene preparata meda u kombinaciji sa biljkama
[73].

Prema Pravilniku o kvalitetu meda i drugih proizvoda od pcela, med koji sadrzi dodatke poput
lekovitog bilja, orasastih plodova, ekstrakata, suSenog vocéa i povréa kategorizuje se kao med sa
dodacima [71]. Nakon pripreme, med sa dodacima se obi¢no konzumira nakon nekoliko dana ili
nedelja, tokom kojih dolazi do procesa maceracije. Ovaj proces omogucava postepeno oslobadanje
fitojedinjenja, aroma, biljnih ulja i biljnih masti u med. Razli¢ita istrazivanja su potvrdila da
dodavanje listova i plodova biljaka u med obogacuje njegov fenolni profil i poboljsava
antioksidativna svojstva [77-80].

Brojni preparati meda sa dodacima zastupljeni su na trzistu i imaju dugu i raznovrsnu primenu.
Medutim, sprovedeno je samo nekoliko studija u kojima su ispitane potencijalne koristi i terapeutski
efekti preparata meda sa dodatim biljkama.

Vodeni ekstrakt belog luka (Allium sativum) i hladno cedeno ulje semena crnog kima (Nigella
sativa) kombinovani sa medom pokazali su antibakterijske efekte i ubrzali proces zarastanja rana kod
pacova [81, 82]. Ulje susama (Sesamum indicum) zajedno sa medom i uljem kamfora znac¢ajno je
doprinelo zaceljivanju rana od opekotina drugog stepena kod pacova [83]. Aktivnost sirupa od meda
obogacenog ekstraktom biljke Alpinia galanga i dodatno cimetom, Safranom, kardamomom i
dumbirom ispitana je kod pedijatrijskih pacijenata sa blagom do umerenom astmom. Primena ovog
preparata smanjuje simptome povezane sa astmom kao $to su otezano disanje, zvizdanje u grudima i
ogranicena fizika aktivnost [84]. Takode, efikasnost sirupa od meda sa istim biljkama ispitana je kod
pacijenata sa blagom do teSkom hroni¢énom opstruktivnom boles¢u plu¢a (HOBP). Primena ovog
sirupa ublazava simptome HOPB i dovodi do poboljsanja kvaliteta Zivota [85]. Kombinacija meda
obogaéenog osuSenim listovima biljke Capparis spinosa pokazala je smanjenje toksi¢nih efekata
indukovanih trihlorosiréetnom kiselinom kod miSeva, uklju¢ujuéi poboljSanje biohemijskih
parametara i smanjenje smrtnosti [86]. Studije na pacovima su pokazale da kombinacija Curcuma
xanthorriza i meda ispoljava antikancerogene i imunomodulatorne aktivnosti [87]. Pozitivan efekat
primene kombinacije meda sa ekstraktom Euphorbia hirta, kao i meda sa Phyllanthus embilica,
potvrden je kod gastrointestinalnih tegoba poput ¢ira i gastroezofagealnog refluksa kod pacova [88,
89]. Primena soka od listova spanaca (Spinacia oleracea) i paradajza (Solanum lycopersicum) sa
dodatkom meda pokazuje poveéanje nivoa hemoglobina kod trudnica sa anemijom [90]. U jednoj
studiji na pacovima, dijabetes je bio bolje kontrolisan kada je primenjena kombinacija meda sa suvim
ekstraktom biljke Tinospora cordifolia [91].

Na trziStu Srbije dostupan je veliki broj raznovrsnih preparata meda sa dodacima. Med sa
dodacima se koristi u razlicite svrhe ukljucujuéi poboljSanje opsteg zdravlja, jaanje imunoloskog
sistema i olakSavanje simptoma razli¢itih zdravstvenih stanja, stoga je neophodno sprovesti nauc¢na
istrazivanja kako bi se procenila efikasnost ovih preparata.
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2.6.  Metode za ispitivanje fitohemijskog profila
2.6.1. Hromatografske metode

Hromatografija obuhvata fizicko—hemijske metode koje se koriste za razdvajanje, identifikaciju
i kvantifikaciju komponenata smese. Hromatografsko razdvajanje komponenata smese zasniva se na
njihovoj raspodeli izmedu dve faze — mobilne i stacionarne. Stacionarna faza moze biti ¢vrsta u obliku
sitnih Cestica ili te¢na U vidu tankog sloja te¢nosti koji se nalazi na inertnom nosa¢u. Mobilna faza
moze biti teCna ili gasovita i u odnosu na nju razlikuju se te¢na hromatografija (eng. Liquid
Chromatography, LC) i gasna hromatografija (eng. Gas Chromatography, GC). Kada se uzme u obzir
stacionarna faza koja se koristi, dobija se detaljnija podela hromatografskih metoda na te¢no—te¢nu
(eng. Liquid-Liquid Chromatography, LLC), te¢no—¢vrstu (eng. Liquid—Solid Chromatography,
LSC), gasno—te¢nu (eng. Gas-Liquid Chromatography, GLC) i gasno—¢vrstu (eng. Gas—Solid
Chromatography, GSC) hromatografiju. U zavisnosti od na¢ina pakovanja stacionarne faze, te¢na
hromatografija moze biti hromatografija u koloni (LLC, visokoefikasna te¢na hromatografija
(HPLC), ultraefikasna te¢na hromatografija (UPLC), visokoefikasna anjonsko—izmenjivacka
hromatografija (HPAEC)) ili hromatografija na ravnoj povrsini (tankoslojna hromatografija (TLC) i
visokoefikasna tankoslojna hromatografija (HPTLC)).

Hromatografski sistemi mogu biti normalno-fazni i reverzno—fazni. Normalno—fazni sistemi se
koriste za razdvajanje polarnih jedinjenja, a sastoje od polarnije stacionarne faze koju ¢ini silika—gel
ili neki sorbent modifikovan polarnim grupama i manje polarne mobilne faze. Za razdvajanje
nepolarnih jedinjenja koriste se reverzno—fazni sistemi koji imaju polarniju mobilnu fazu u odnosu
na manje polarnu stacionarnu fazu koju najcesce ¢ini silika—gel modifikovan nepolarnim grupama
(oktil — C8, dodecil — C12, oktadecil — C18). Od interakcija koje analit ostvaruje sa mobilnom i
stacionarnom fazom zavisi i brzina njegovog eluiranja sa kolone, odnosno zadrzavanje na tankom
sloju. Interakcije koje analiti mogu ostvarivati (vodoni¢ne veze, jon — dipol, dipol — dipol,
elektrostaticke i hidrofobne interakcije) uslovljavaju fiziCko—hemijske procese adsorpcije, particije,
jonske izmene ili ekskluzije zahvaljujuéi kojima dolazi do hromatografskog razdvajanja analita.
Efikasno razdvajanje komponenata smese kao i direktna identifikacija i odredivanje sadrzaja analita
omogucili su Siroku primenu hromatografskih metoda.

Ultraefikasna te¢na hromatografija

Najcesce koris¢ena metoda za razdvajanje, identifikaciju i kvantifikaciju analita iz smese je
ultraefikasna te¢na hromatografija (eng. Ultra Performance Liquid Chromatography, UPLC) koja
ima Siroku primenu U nauci, medicini, industriji, farmaciji, zaStiti Zivotne sredine, klinickim
ispitivanjima i dr. Ova metoda je razvijena unapredivanjem performansi visokoefikasne tecne
hromatografije (eng. High—Performance Liquid Chromatography, HPLC) koje za cilj imaju bolje
hromatografsko razdvajanje komponenata smese, skraceno vreme trajanja analize kao i smanjenje
troSkova analize. Brzina, efikasnost i osetljivost metode povecane su smanjenjem Cestica stacionarne
faze, skrac¢ivanjem duzine kolone, poboljsanjem sistema pumpi, autosamplera i ventila koji rade pod
veoma visokim pritiskom. Sama UPLC metoda ima ograni¢ene mogucénosti za identifikaciju s
obzirom da pruza informaciju samo o retencionom vremenu analita, a kako postoji veliki broj
poznatih i1 nepoznatih jedinjenja ovakvom analizom se ne dobijaju podaci kojima se jednoznacno
mogu identifikovati detektovani pikovi na hromatogramu. Sprezanjem UPLC sistema sa razli¢itim
detektorima omogucava se preciznija karakterizacija slozenih matriksa, a kao detektori koriste se
UV/Vis, fluorescentni, elektrohemijski, infracrveni i maseno—spektrometrijski kao i detektori indeksa
prelamanja.

U cilju kvantitativne analize polifenola obi¢no se koristi UPLC spregnut sa UV/Vis detektorom
sa nizom dioda (eng. Diode Array Detector, DAD) i masenim detektorom sa tri analizatora — trostruki
kvadrupol (triple quadrupol, QqQ, UPLC-DAD MS/MS). Identifikacija i kvantifikacija jedinjenja
primenom UPLC-DAD odvija se na osnovu poredenja retencionih vremena razdvojenih jedinjenja
sa retencionim vremenima standarda, kao i metodom internog standarda. Kako se ovom metodom

16



Milica Jankov Doktorska disertacija Opsti deo

vrsi analiza samo na osnovu unapred definisanih standarda, ogranicena je identifikacija velikog broja
jedinjenja prisutnih u slozenim biljnim matriksima. Pored toga, spektrofotometrijskom detekcijom se
ne dobijaju informacije o strukturnim karakteristikama jedinjenja, te se ovakvi sistemi povezuju sa
masenim detektorima ¢ime se postize veéa selektivnost i osetljivost metode kao i pouzdanija
identifikacija jedinjenja. UPLC-DAD MS/MS se Koristi za ciljanu kvantitativnu analizu malog broja
odredenih jedinjenja.

Za identifikaciju jedinjenja u sloZenim biljnim ekstraktima koristi se UPLC povezan sa hibridnim
masenim spektrometrom visoke rezolucije koji kombinuje linearnu jonsku zamku (eng. Linear Trap
Quadrupole, LTQ) i orbitrap maseni analizator (OrbiTrap MS). Prilikom analize masenom
spektrometrijom (MS) prvo dolazi do jonizacije molekula ¢ime nastaju fragmenti najvece molekulske
mase (molekulski joni), a zatim dolazi do formiranja sve manjih jona i fragmenata. Delovanjem
elektromagnentnog polja u analizatoru dolazi do razdvajanja nastalih jona i fragmenata prema odnosu
mase 1 naelektrisanja (m/z) koji dalje odlaze na detektor i dobija se maseni spektar. UPLC—LTQ
OrbiTrap je pogodna tehnika za kvalitativnu analizu zbog velike rezolucije, tacnosti i preciznosti.
Ultraefikasnom te¢nom hromatografijom postize se dobro razdvajanje, dok se masenim analizatorima
postize precizna detekcija razli¢itih fenolnih jedinjenja. Detekcija analita zasniva se na retencionom
vremenu, MS spektrima, merenju ta¢ne mase fragmentacionih jona, poredenju Sa dostupnim
standardima ili sa podacima iz literature.

Visokoefikasna anjonsko—izmenjiva¢ka hromatografija

Visokoefikasna anjonsko—izmenjivatka hromatografija (eng. High—Performance Anion—
Exchange Chromatography, HPAEC) se koristi za razdvajanje neorganskih jona, organskih kiselina,
proteina, aminokiselina, Secera, SeCernih alkohola (poliola) i drugih naelektrisanih molekula.
Razdvajanje komponenata analita vrSi se na osnovu razli¢itog afiniteta prema izmeni jona sa
stacionarnom fazom §to zavisi od veliine i1 naelektrisanja jona. Ve¢i 1 viSe naelektrisani joni ¢e imati
najveci afinitet prema stacionarnoj fazi i obrnuto. Kolone koje se koriste kod HPAEC su ispunjene
jonoizmenjiva¢kim smolama koje se sastoje od inertnog nosaca za kojeg su kovalentno vezane jonske
funkcionalne grupe sa sposobnos¢u da vezuju i otpustaju druge jone. U zavisnosti od prirode prisutnih
jonogenih funkcionalnih grupa, jonoizmenjivacke smole mogu biti katjonske (sadrze kisele grupe
koje izmenjuju katjone), anjonske (sadrze bazne grupe koje izmenjuju anjone) i amfoterne (sadrze i
kisele i bazne grupe koje izmenjuju i katjone i anjone zavisno od pH vrednosti). Eluiranje se vrsi
dodavanjem konkurentnih jona u mobilnu fazu, tj. katjoni se eluiraju hlorovodoni¢nom kiselinom,
dok se anjoni eluiraju kalijum/natrijum-hidroksidom. Kako joni eluenta ne bi ometali detekciju koja
je najceSce elektrohemijska, u sistemu je neophodno da postoji supresor koji ¢e izdvajati jone eluenta
iz efluenta. Detekcija moze biti konduktometrijska, UV/Vis, amperometrijska ili masena [92].

Visokoefikasna anjonsko—izmenjivacka hromatografija u kombinaciji sa pulsno-
amperometrijskom detekcijom (eng. Pulsed Amperometric Detection, PAD) se naj¢eSce koristi za
identifikaciju i kvantifikaciju Seéera i poliola prisutnih u uzorcima. Princip hromatografskog
odvajanja zasniva se na slabo kiseloj prirodi ugljenih hidrata koji se u alkalnim uslovima pri visokim
pH vrednostima deprotonuju i formiraju oksoanjone. Za eluiranje se Koristi rastvor natrijum-
hidroksida, a za razdvajanje kolona punjena anjonskom jonoizmenjivackom smolom sa
funkcionalnim grupama kvaternernih amonijum jedinjenja. Pulsno—amperometrijska detekcija se
zasniva na merenju promene struje izmedu radne i referentne elektrode u odredenim vremenskim
intervalima pri pulsnom potencijalu. HPAEC u kombinaciji sa PAD predstavlja metodu izbora za
razdvajanje i odredivanje sastava ugljenih hidrata u kompleksnim uzorcima s obzirom na svoju visoku
selektivnost i osetljivost.
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Visokoefikasna tankoslojna hromatografija

Visokoefikasna  tankoslojna  hromatografija  (eng.  High—Performance  Thin-Layer
Chromatography, HPTLC) predstavlja modernu analiticku tehniku zasnovanu na principima te¢ne
hromatografije. HPTLC je brza, jednostavna, efikasna i ekonomi¢na metoda ¢ije su karakteristike
unapredene u odnosu na konvencionalnu TLC u cilju poveéanja efikasnosti razdvajanja komponenata
smese $to je postignuto smanjenjem veliine Cestica stacionarne faze. Pored toga, prednost HPTLC u
odnosu na druge hromatografske tehnike ogleda se u tome $to Se istovremeno moze analizirati veliki
broj uzoraka koji se razdvajaju pod istim hromatografskim uslovima ¢ime je smanjeno vreme trajanja
analize, priprema ekstrakata je jednostavnija, podrzava sirok opseg koncentracija analita, kKoristi se
mala zapremina ekstrakata kao i manja zapremina rastvarac¢a za mobilnu fazu. Za razliku od drugih
hromatografskih metoda, kod HPTLC se uvek koristi nova ploc¢a kao nosac stacionarne faze pri
svakoj analizi tako da ne postoji moguénost ometanja prethodnim analizama [93].

Za opisivanje hromatografskog zadrzavanja jedinjenja u HPTLC sistemu Koristi se retencioni
(retardacioni) faktor:
a

RF:E

Retardacioni faktor (Rr) predstavlja odnos predenog puta analiziranog jedinjenja od polazne
mrlje do teziSta hromatografske zone (a) i predenog puta rastvaraca od polazne mrlje do fronta
rastvaraca (b). Vrednost Rr moze biti izmedu 0 i 1, a u optimalnim hromatografskim uslovima vazi
da je 0,2 < Rr < 0,8. Ovaj parametar zavisi od izbora stacionarne faze i rastvaraca za razvijanje
hromatograma kao i od polarnosti/nepolarnosti jedinjenja koja se ispituju. Ukoliko je vrednost R <
0,2 analit ostvaruje jake interakcije sa stacionarnom fazom, dok suprotno, kada je Rr > 0,8 analit
neselektivno putuje sa mobilnom fazom, odnosno frontom rastvaraca. Kako su pod strogim
eksperimentalnim uslovima Rr vrednosti reproduktivne za svako ispitivano jedinjenje, ova ¢injenica
je iskoris¢ena u svrhu identifikacije nepoznatih jedinjenja na osnovu Rr vrednosti standardnih
jedinjenja.

HPTLC hromatogram predstavlja otvoreni sistem kojim se moze lako manipulisati, kod kojeg
postoji mogucénost vizuelne detekcije analita. Zone razdvojenih jedinjenja se mogu detektovati bez
prethodne derivatizacije na osnovu toga §to imaju svoju prirodnu boju, apsorbuju u UV oblasti,
fluoresciraju ili gase fluorescenciju. Ukoliko to nije slucaj, vr$i se derivatizacija reagens—rastvorima
kojima se jedinjenja hemijskim reakcijama prevode u jedinjenja koja su obojena u vidljivoj oblasti
spektra, apsorbuju u UV oblasti ili fluoresciraju. U zavisnosti od izbora reagens—rastvora za
derivatizaciju ciljano se detektuju jedinjenja od znacaja. Veliki broj reagens—rastvora i metoda za
derivatizaciju je opisano u literaturi [94].

Pored hemijske identifikacije fitojedinjenja, HPTLC metodom mogu biti identifikovana i bioloski
aktivna jedinjenja. Odredivanje bioloske aktivnosti direktno na razvijenim HPTLC hromatogramima
vrsi se derivatizacijom odgovarajuc¢im rastvorima. U tom sluéaju re¢ je 0 direktnoj bioautografiji (eng.
High—Performance Thin—Layer Chromatography — Direct Bioautography, HPTLC-DB).

2.6.2. Indukovano spregnuta plazma sa optickom emisionom spektroskopijom

Indukovano spregnuta plazma sa optickom emisionom spektroskopijom (eng. Inductively
Coupled Plasma — Optical Emission Spectroscopy, ICP—OES) se koristi u kvalitativnoj i
kvantitativnoj analizi elementalnog sastava velikog broja uzoraka. ICP—OES tehnika je vrsta
emisione spektroskopije koja koristi indukovano spregnutu plazmu za pobudivanje atoma i jona koji
emituju elektromagnetno zracenje karakteristi¢no za svaki ispitivani element. Prednosti ICP-OES
metode su velika osetljivost, Sirok opseg linearnosti, niska granica detekcije (1 — 100 pg/kg), visoka
tanost 1 preciznost kao i mogucnost istovremenog analiziranja viSe od 70 elemenata u kratkom
vremenskom periodu. Rastvor ispitivanog uzorka se prvo prevede u aerosol pomocu rasprsivaca u
komori za rasprsivanje, a zatim se fine Cestice aerosola uvode u plazmu. U plazmi dolazi do brojnih
fizickih promena aerosola uzorka pri ¢emu se uzorak prvo desolvatise i prevodi u ¢vrsto stanje, a
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zatim isparava, dolazi do njegove jonizacije i pobudivanja atoma i jona. Na osnovu detekcije
elektromagnetnog zracenja emitovanog od strane pobudenih atoma i jona prilikom njihovog vra¢anja
na nizi energetski nivo dobijaju se kvalitativni i kvantitativni podaci. Kvalitativna analiza se zasniva
na detekciji emisione linije karakteristicne talasne duzine za svaki pojedinacni element, dok
kvantitativna analiza podrazumeva merenje intenziteta emitovanog elektromagnetnog zracenja [95].

2.7. Metode za odredivanje bioloske aktivnosti
2.7.1. Ultraljubicasta/vidljiva spektrofotometrija

Ultraljubicasta/vidljiva (UV/Vis) spektrofotometrija se koristi u kvantitativnoj hemijskoj analizi
za odredivanje koncentracije analita. Analiza se zasniva na principima Lamber—Berovog (Lambert—
Beer) zakona iz kojeg proisti¢e da je molarna koncentracija nekog jedinjenja direktno proporcionalna
njegovoj apsorbanciji. U zavisnosti od apsorbancije ispitivanih jedinjenja u UV/Vis oblasti, analizira
se elektromagnetno zracenje koje se apsorbuje u oblasti 200 — 800 nm. Jedinjenja ekstrahovana iz
biljaka apsorbuju u UV/Vis oblasti zbog hemijske strukture molekula, fenolnog prstena, hidroksilnih
grupa ili ostataka Secera vezanih za prsten, konjugovanih dvostrukih veza i drugih hromofora koje
imaju uticaj na pomeranje apsorpcionih maksimuma ka manjim ili ve¢im talasnim duzinama.

Razvijen je veliki broj in vitro spektrofotometrijskih testova za odredivanje koncentracije
razlicitih jedinjenja kao Sto su fenoli, terpeni, antocijani, alkaloidi, karotenoidi, ali i za odredivanje
razli¢itin vrsta bioloske aktivnosti poput antioksidativne, antidijabetske, antiinflamatorne,
antiestrogene, usporavanja starenja koze i slicno. Prednost spektrofotometrijskog odredivanja je ta
Sto se koncentracija jedinjenja ili bioloska aktivnost odreduju u celokupnom ekstraktu gde su prisutne
sve njegove komponente koje mogu medusobno da ostvaruju sinergisticke ili antagonisticke efekte
¢ime se dobijaju relevantniji rezultati.

Odredivanje ukupnog sadrzaja fenola

Folin—Cikalteu (eng. Folin—Ciocalteu, FC) test je najées¢e koris¢ena metoda za
spektrofotometrijsko odredivanje ukupnog sadrzaja fenola (eng. Total Phenolic Content, TPC).
Mehanizam FC testa zasniva se na prenosu elektrona (SET), pri ¢emu se fenolatni jon oksiduje dok
se FC reagens redukuje, menjajuci boju iz zute u plavu. FC reagens je zZut rastvor fosfovolframove 1
fosfomolibdenske kiseline u kojem dolazi do redukcije volframa (+6) i molibdena (+6) u nize
oksidaciono stanje (+5), Sto rezultuje formiranjem kompleksa molibdensko plavo u prisustvu fenolnih
jedinjenja. Ukupni sadrzaj fenola se indirektno odreduje radi ispitivanja antioksidativne aktivnosti
(AOA) ekstrakata, jer rezultati pokazuju direktnu korelaciju izmedu TPC i AOA. Zbog ovih
karakteristika, FC test se Cesto koristi ne samo za kvantifikaciju ukupnih fenola, ve¢ i za procenu
antioksidativnog potencijala biljnih ekstrakata [96, 97].

Odredivanje antioksidativne aktivnosti

Kao §to je ve¢ pomenuto, u zavisnosti od mehanizma hemijskih reakcija, antioksidativni testovi
se mogu zasnivati na transferu elektrona (eng. Single—Electron Transfer, SET), transferu atoma
vodonika (eng. Hydrogen Atom Transfer, HAT) ili na heliranju prelaznih metala. Metode koje se
zasnivaju na SET mehanizmu mere redukcioni kapacitet antioksidanasa, dok metode zasnovane na
HAT mehanizmu mere sposobnost antioksidanasa za doniranje atoma vodonika [30].

Razvijen je veliki broj spektrofotometrijskih antioksidativnih testova koji funkioni$u na principu
uklanjanja slobodnih radikala ili na potencijalu redukcije prelaznih metala. Antioksidativni testovi
zasnovani na principu uklanjanja slobodnih radikala su: DPPH" (2,2-difenil-1—pikrilhidrazil "),
ABTS (2,2'-azino-bis(3—etilbenzotiazolin—6—sulfonska kiselina) diamonijum so), test reaktivne vrste
tiobarbiturne kiseline (eng. Thiobarbituric Acid Reactive Species assay, TBARS), test uklanjanja
radikala azot—oksida (eng. Nitric Oxide Radical Scavenging Assay), test uklanjanja peroksinitrita
(eng. Peroxynitrite Scavenging Assay), test uklanjanja superoksidnog radikala (eng. Superoxide
Radical Scavenging Assay), test uklanjanja vodonik—peroksida (eng. Hydrogen Peroxide Scavenging

Assay). Antioksidativni testovi ¢iji mehanizam ukljucuje potencijal redukcije prelaznih metala su test
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za odredivanje sposobnosti redukcije jona gvozda (Ferric lon Reducing Antioxidant Power, FRAP) i
test za odredivanje sposobnosti redukcije jona bakra (Cupric Reducing Antioxidant Capacity,
CUPRAC). Testovi za ispitivanje antioksidativne aktivnosti koji se ne svrstavaju u dve prethodno
pomenute grupe su: FC test, test ukupne redukcione mo¢i (eng. Total Reducing Power, TRP), test
ukupnog antioksidativnog kapaciteta — fosfomolibdenski metod (eng. Total Antioxidant Capacity,
TAC), test heliranja jona gvozda (eng. Ferrous lon Chelating Assay, Ferrozine Assay) i test
izbeljivanja karotena (eng. p—Carotene Bleaching Assay) [30].

U Tabeli 1 je prikazan pregled testova koriS¢enih za ispitivanje antioksidativne aktivnosti
ekstrakata u okviru ovog istrazivanja gde su navedene prednosti, ograni¢enja kao i pretpostavljeni

molekulski mehanizmi [29, 30, 98].

Tabela 1. Prednosti, ograni¢enja i molekulski mehanizmi antioksidativnih testova

Antioksidativni  Prednosti Ogranicenja Molekulski mehanizam
test
FC (TPC) Jednostavan i jeftin; Nije specifican za fenole. SET:
Direkta korelacija Mo(VI) + e (ArOH) —»Mo(V)
izmedu sadrzaja fenola
i antioksidativne
aktivnosti.
DPPH Jednostavan, brz, jeftin;  Nestabilan rastvor DPPH  SET ili SET+HAT
DPPH radikal je radikala; SET:
komercijalno dostupan;  Fotosenzitivan. DPPH" + ArOH —» DPPH + ArOH"*
Pogodan za HAT:
termolabilna jedinjenja; DPPH’ + ArOH — DPPH-H + ArO°
Visoko senzitivan;
Fenolna jedinjenja su u
korelaciji.
ABTS Jednostavan i jeftin; Hemijsko  generisanje SET ili SET+HAT
Stabilan rastvor; katjon radikala ABTS*;  SET:
Visoko senzitivan; Vremenski zavisan. ABTS * + ArOH — ABTS + ArOH"*
Ponovljivi rezultati; HAT:
Fenolna jedinjenja ABTS* + ArOH — ABTS + ArO" + H*
imaju dobru korelaciju.
TRP Jeftin; Nije jednostavan; SET:
Veliki broj bioaktivnih  Nespecifi¢an; Fe(CN)e> + ArOH —»Fe(CN)s* + ArO" + H*
jedinjenja. Temperaturno i Fe(CN)s* + Fe®* + K* —» KFe[Fe(CN)g]
vremenski zavisan.
TAC Jednostavan i jeftin; Niska brzina odvijanja SET ili HAT

Sirok spektar aktivnih
uzoraka.

reakcije;

Temperaturno i
vremenski zavisan;
Neselektivan za fenolna
jedinjenja;

Fenolna jedinjenja su
loSe korelisana.

[H3PO4(M003)12] + ArOH —»
[H4PM08VIMO4VO40]3' + ArOH*

2.7.2. Visokoefikasna tankoslojna hromatografija — direktna bioautografija

Analiza usmerena na efekte (eng. effect-directed analysis, EDA) kombinuje planarnu
hromatografiju sa bioloSkim i biohemijskim testovima za otkrivanje prirodnih jedinjenja koja
ispoljavaju odredenu biolosku aktivnost. Direktna bioautografija pripada EDA metodama kod koje
se jedinjenja razdvajaju tankoslojnom hromatografijom (TLC, HPTLC), a zatim se hromatogrami
derivatizuju odgovaraju¢im reagens—rastvorima. lako se pojam bioautografija prvenstveno koristi za
odredivanje antimikrobne i antifungalne aktivnosti, koris¢enje pojma bioautografije se prosirilo i
koristi se i1 za odredivanje antioksidativne, antidijabetske, antiinflamatorne, antiestrogene,
antimutagene i drugih aktivnosti [99]. Bioautografija moze biti kontakta, ,,agar overlay* i direktna
[100].
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Kontaktna bioautografija podrazumeva da se razvijeni TLC hromatogram stavi na povrSinu
inokulisane podloge tokom nekog vremena dovoljno da komponente difunduju sa ploce na agar.
Zatim se ploca skloni, a nakon odgovaraju¢eg vremena inkubiranja aktivne zone koje ispoljavaju
antibakterijsku aktivnost postaju vidljive. Sto se tide ,,agar overlay“ bioautografije, razvijena TLC
ploca se uroni u inokulisanu podlogu ili se stavi na dno Petri—Solje preko koje se izlije podloga. Nakon
inkubacije zone sa antibakterijskom aktivno$¢u postaju vidljive. Kod visokoefikasne tankoslojne
hromatografije — direktne bioautografije (HPTLC-DB), razvijena (HP)TLC ploca se prska ili uranja
u suspenziju bakterija. Time se tanak sloj suspenzije zadrzava na razvijenom hromatogramu, ploca
se inkubira u plasti¢noj kutiji u kojoj su obezbedeni odgovarajuc¢a vlaznost i temperatura. Nakon
vremena potrebnog za inkubaciju plo¢u je neophodno derivatizovati rastvorom odgovarajuceg
reagensa kako bi se vizualizovale zone koje ispoljavaju antibakterijsku aktivnost. Kod HPTLC-DB
metode, plo¢u je moguce derivatizovati bilo kojim reagens—rastvorom u zavisnosti od bioloske
aktivnosti koja se odreduje i to je najveca prednost planarne hromatografije u odnosu na
hromatografske metode u koloni koje se ne mogu primenjivati u ove svrhe. U okviru ovog istrazivanja
HPTLC-DB metoda je po prvi put koris¢ena za ispitivanje antioksidativne, antidijabetske i
antibakterijske aktivnosti ekstrakata listova ¢uvarkuce i preparata ¢uvarkuée i meda. U nastavku su
objasnjeni mehanizmi funksionisanja kori$¢enih testova.

Odredivanje antioksidativne aktivnosti direktnom bioautografijom

Antioksidativni testovi su razvijeni na HPTLC plo¢ama metodom direktne bioautografije kako
bi bila identifikovana ta¢no ona jedinjenja koja pokazuju ispitivanu bioloSku aktivnost.
Antioksidativni testovi koji su ranije prevedeni na ploc¢u su FC, DPPH i ABTS testovi [101-103].
Pored ova tri antioksidativna HPTLC—DB testa, prvi put je u okviru ovog istrazivanja antioksidativna
aktivnost odredena metodom direktne bioautografije primenom TRP i TAC testa. Testovi TRP i TAC
imaju Siroku primenu u odredivanju antioksidativne aktivnosti ekstrakata spektrofotometrijskom
metodom, ali je njihova primena u direktnoj bioautografiji sada prvi put opisana.

Razvijeni HPTLC hromatogrami se nakon suSenja derivatizuju reagens—rastvorima kojima se
omogucava vizualizacija zona onih jedinjenja koja ispoljavaju antioksidativnu aktivnost. U te svrhe,
moze se koristiti:

e vodeni rastvor FC reagensa pri ¢emu dolazi do promene boje iz zute u plavu

e metanolni rastvor DPPH, pri ¢emu dolazi do promene boje iz tamnoljubicaste u
svetlozutu. Mehanizam reakcije prikazan je na Slici 8:

NO, . NO,
ATO+H"
. H
O,N N—N O,N N—N
NO, NO,
Tamnoljubi¢asti DPPH Svetlozutt DPPH-H

Slika 8. Mehanizam reakcije DPPH [30]
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e vodeni rastvor ABTS kod kojeg dolazi do promene boje iz tirkizne u bledoplavu.
Mehanizam ABTS reakcije je prikazan na Slici 9:

N// S SO;H
Q S D P owaso
HO,S s //-\‘

Bledozut ABTS l
N// S so  ArQTH N// S SO.H
& ArOH . &
OO = <
HO:S s //N HO.S s //N
Bledozut regenerisan ABTS Tirkizan ABTS*

Slika 9. Mehanizam reakcije ABTS [30]

e vodeni rastvor gvozde(IlI)-hlorida i kalijum-heksacijanoferata(l1l) za HPTLC-TRP test
gde dolazi do promene boje iz Zute u tamnoplavu. Mehanizam reakcije prikazan je na

Slici 10:
N N
N N N N
4 [ATOH]*
N, | 7 won N, | 7
3K “Fed — 5, k- KGN
C/ | \C C/ | \C
SN N
N N
- Zuto o - Tamno plavo B

Slika 10. Mehanizam TRP testa [30]

e vodenim rastvorom natrijum—fosfata, amonijum-molibdata i koncentrovane sumporne
kiseline koji se koristi za derivatizaciju hromatograma kod HPTLC-TAC testa.
Mehanizam reakcije ovog testa prikazan je na Slici 11:

— —

(l) [ArOH]*

ArOH
Mo ; VI v, 3.
* P04 | [H4PM08 M04 040]

0 0 +4e i

— — 12

Slika 11. Mehanizam TAC testa [30]
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Odredivanje antidijabetske aktivnosti direktnom bioautografijom

Metodom direktne bioautografije na razvijenim HPTLC hromatogramima ispitana je inhibitorna
aktivnost velikog broja fitojedinjenja na enzime o—amilazu, o—glukozidazu i B—glukozidazu [99]. U
okviru ovog istrazivanja antidijabetska aktivnost fitojedinjenja ispitana je inhibiranjem enzima o—
amilaze. Razvijen HPTLC hromatogram se prvo derivatizuje rastvorom o-—amilaze, a zatim i
rastvorom skroba koji predstavlja supstrat ovom enzimu. Kada je enzim o—amilaza aktivan dolazi do
degradacije skroba na proste ugljene hidrate. Medutim, ukoliko je enzim inhibiran od strane aktivnih
jedinjenja razdvojenih na ploci, u tom slucaju ne dolazi do razgradnje skroba. Na mestima gde se
nalaze zone aktivnih jedinjenja ostaje intaktan skrob koji u reakciji sa Lugolovim rastvorom (rastvor
joda i kalijum—jodida) daje ljubiCasto obojene aktivne zone naspram bele pozadine.

Odredivanje antibakterijske aktivnosti direktnom bioautografijom

HPTLC-DB metoda se Siroko primenjuje za odredivanje antibakterijske aktivnosti fitojedinjenja
[99]. HPTLC ploce derivatizovane suspenzijom bakterija u odgovaraju¢em hranljivom medijumu se
inkubiraju na odgovarajucoj temperaturi. Kao reagens za derivatizaciju hromatograma i vizualizaciju
zona aktivnih jedinjenja koristi se rastvor 3—(4,5-dimetiltiazol-2—il)-2,5—difeniltetrazolijum—
bromida (MTT). Zive bakterijske éelije pod dejstvom enzima dehidrogenaza redukuju Zute
tetrazolijum soli do ljubicastog formazana. Ukoliko je doslo do inhibicije rasta bakterija pod dejstvom
aktivnih jedinjenja, ne dolazi do ove redukcije, pa se zone aktivnih jedinjenja uocavaju kao bledo—
Zute zone naspram ljubicaste pozadine. Mehanizam reakcije prikazan je na Slici 12:

N—NH
/N\ N Dehidrogenaze /
Nﬁiﬁ N N=N
s
Y CH; >—_:N

S
=
CH; CH,
Zuti MTT Ljubicasti formazan | ¢

Slika 12. Redukcija MTT-a do formazana

2.7.3. Priprema slika hromatograma za multivarijantu analizu

Hromatogrami predstavljaju veliki izvor informacija o fizickim i hemijskim karakteristikama
ispitivanih uzoraka/ekstrakata. Za dalju obradu neophodno je izvuéi podatke sa hromatograma sto se
mozZze posti¢i skeniranjem hromatograma pomocu TLC skenera ili slikanjem hromatograma i daljom
obradom slike u odgovarajué¢im programima. Za prevodenje slika hromatograma u matricu podataka
koja se moze koristiti u multivarijantoj analizi primenjuje se besplatno dostupan ImageJ program
(https://imagej.net/Downloads).

ImagelJ program se moze koristiti za jednostavne izmene slika poput rotiranja, seenja, promena
formata, ali i za sloZzene izmene kao $to su korekcija bazne linije, uklanjanje pozadine, smanjenje
Suma I povecanje rezolucije. Obrada slike u ImageJ programu podrazumeva svodenje slika svih
hromatograma na istu veli¢inu, rotiranje slike za 90°, podela slike u tri kanala (crveni — R, plavi — B
I zeleni — G) ukoliko su zone obojene ili prevodenje slike u sivu skalu kada su zone iste boje,
obelezavanje povrsine profila svakog pojedina¢nog uzorka/ekstrakta, isecanje selektovane povrsine,
crtanje grafika profila koji prikazuje zavisnost intenziteta zone u pikselima u odnosu na rastojanje
(hRF) i na kraju eksportovanje podataka u Excel.
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Obrada podataka koja prethodi analizi glavnih komponenata (eng. Principal Component
Analysis, PCA) podrazumeva njihovo poravnavanje i centriranje za Sta se koristi PLS ToolBox
statisticki paket (v.6.2.1, www.eigenvector.com/software/pls_toolbox.htm, Eigenvector Research,
Wenatchee, WA, USA) u okviru MATLAB softvera (v. 7.12.0, R2011a, MathWorks Inc., Natick,
MA, USA). Potreba za dodatnom obradom podataka javlja se usled pomeranja zona istog jedinjenja
u okviru jedne ploce ili izmedu ploca zbog razlika u vlaznosti, temperaturi, sastavu mobilne faze,
zasi¢enju komore parama rastvaraca, nacinu susenja ploce kao i zbog sluc¢ajnih gresaka analitiCara.
Poravnavanje podataka podrazumeva svodenje zona istog jedinjenja na istu hRr vrednost, a naj¢esce
se koriste procedure poravnavanja pikova (eng. warping procedure) poput korelacije optimizacije
savijanja (eng. Correlation Optimized Warping, COW) i poravnavanje signala (eng. peak alignment).
Centriranjem se postize da svi podaci budu jednako znacajni odnosno svedeni na istu jedinicu tako
Sto se vrsi centriranje podataka u odnosu na prosecan srednji intenzitet pika (eng. mean centering) ili
u odnosu na medijanu (eng. median centering) [104]. U slucaju kvantitativnih rezultata koristi se
autoskaliranje ¢ime se podaci svode na jedini¢nu standardnu devijaciju 1 nultu aritmeti¢ku sredinu.

2.7.4. Teorija funkcionala gustine

Teorija funkcionala gustine (eng. Density Functional Theory, DFT) je raCunarska tehnika
zasnovana na principima kvantne mehanike koja naglasava gustinu naelektrisanja kao bitnu fizicku
karakteristiku sistema, na osnovu koje se dalje mogu odrediti razli¢ita fizicko—hemijska svojstva
sistema. Dakle, DFT metoda zamenjuje slozene talasne funkcije elektrona sa gustinom naelektrisanja.
DFT se koristi u hemiji i fizici za istrazivanje karakteristika, elektronske strukture i energije atoma,
molekula i drugih sistema na osnovu poznavanja gustine naelektrisanja osnovnog stanja. Analiza
zasnovana na DFT metodi ima Siroku primenu za istrazivanje kako jednostavnih tako i slozenih
molekulskih sistema. Ova metoda je jednostavna, pouzdana, isplativa i ne zahteva veliki utroSak
vremena. U poslednje vreme DFT se sve viSe koristi za ispitivanje svojstava i mehanizama
antioksidativnog kapaciteta molekula ¢ija je glavna uloga neutralizacija slobodnih radikala i zastita
¢elija od oksidativnog stresa [105].

Reaktivnost molekula prema slobodnim radikalima i drugim reaktivnim vrstama se moze
predvideti DFT metodom, §to je vazno za razumevanje veze izmedu mehanizama ispoljavanja
antioksidativne aktivnosti i molekulske strukture. Na ispoljavanje antioksidativnog kapaciteta utice
nekoliko faktora kao $to su entalpije raskidanja veze (eng. Bond Dissociation Enthalpies, BDEsS) i
jonizacioni potencijali (eng. lonization Potentials, IPs) koji se izraCunavaju primenom DFT metode.
BDE je energija koja je potrebna da se raskine veza izmedu molekula antioksidansa i atoma vodonika
koji ¢e biti doniran radikalu i time ga neutralisati. Sto je niza BDE molekuli su bolji antioksidansi jer
lakSe dolazi do raskidanja veze i otpusStanja atoma vodonika. IP je energija koja je potrebna da se
ukloni elektron iz molekula. Molekuli sa nizim IP ispoljavaju jacu antioksidativnu aktivnost jer lakSe
doniraju elektrone kojima ¢e slobodni radikali biti neutralisani [105].

Nekoliko metoda zasnovanih na DFT je razvijeno kako bi se ispitao uticaj rastvaraca (eng.
Solvation model density, SMD) na antioksidativnu efikasnost jedinjenja. Antioksidansi su pretezno
hidrofobni molekuli koji stupaju u interakcije sa lipidima i drugim hidrofobnim molekulima u
bioloskim membranama. S druge strane, brojni fizioloski procesi se odigravaju u vodenoj sredini gde
se javlja uticaj efekta solvatacije. Antioksidativna aktivnost molekula je obrnuto proporcionalna
njegovoj rastvorljivosti u vodi, zbog smanjenja mogucnosti interakcije hidrofobnih antioksidanasa sa
radikalima koji su prisutni u vodenoj sredini. Uticaj rastvaraca se ogleda kroz njegovu polarnost,
rastvorljivost kao i moguénost solvatacije molekula antioksidanasa, a razumevanje ovog uticaja je
znacajno za razvijanje efikasnih antioksidanasa [105].

Primenom DFT metode analiziraju se elektronske strukture i karakteristike molekula pomocu
kojih se istrazuju mehanizmi ispoljavanja antioksidativne aktivnosti i uticaji rastvaraca razlicite
polarnosti na efikasnost antioksidanasa. Takode, DFT sluZi i za optimizaciju strukture postojecih
antioksidanasa kako bi se poboljsala njihova efikasnost ali i za brze otkrivanje 1 dizajn novih
antioksidativnih molekula koji bi se mogli primenjivati u medicini i industriji [105].
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2.7.5. Agar—difuzioni metod u bunarié¢ima

Za odredivanje antibakterijske aktivnosti biljnih ekstrakata koristi se agar—difuzioni metod u
bunari¢ima (eng. Agar—well diffusion method). U Petri—Solju se izlije odgovarajuéa rastopljena mlaka
agarna podloga inokulisana suspenzijom bakterija, a zatim se po njenom ocvrs¢avanju izbuse otvori
— "bunari¢i" precnika do 10 mm u koje se unosi odredena zapremina ispitivanih ekstrakata odredene
koncentracije Tokom inkubiranja na odgovarajucoj temperaturi, jedinjenja prisutna u ekstraktima
radijalno difunduju u agar. Ukoliko ekstrakt ispoljava antibakterijsku aktivnost oko bunari¢a se
uocava zona inhibicije rasta bakterija koja se izrazava u milimetrima [106].

2.8.  Analiza glavnih komponenata

Analiza glavnih komponenata je moé¢na multivarijantna metoda koja smanjuje dimenzionalnost
sloZzenih skupova podataka formiranjem manjeg broja vestackih varijabli koje su poznate kao glavne
komponente (eng. Principal Components, PC). Glavne komponente se definiSu preko vektora
koeficijenata latentnih varijabli i obuhvataju vecinu varijacija medu posmatranim varijablama.
Odabirom pravca latentnih varijabli, PCA maksimizira varijabilnost rezultata objekata u izabranim
pravcima. Komponente su ortogonalne jedna na drugu omogucavaju¢i prikupljanje maksimalne
koli¢ine informacija u vezi sa ispitivanim viSedimenzionalnim prostorom. PC1 obuhvata najveci
varijabilitet medu podacima, dok se sa PC2, koja je normalna na PC1, opisuje maksimum preostalog
varijabiliteta. Svaka slede¢a glavna komponenta je normalna na prethodnu, opisuje varijanse koje
ranije nisu opisane i pruza sve manje informacija 0 podacima. Dobijene glavne komponente
predstavljaju polazne podatke za metode multivarijante analize kao S§to su regresija, klaster analiza,
diskriminaciona analiza i dr. [107].

Regresionom analizom koja je kori$¢ena za obradu podataka u okviru ovog istraZivanja dobijaju
se grafik skorova latentnih varijabli i grafik vektora latentnih varijabli. Na grafiku skorova latentnih
varijabli (eng. Scores plot of data) prikazuje se struktura ispitivanog seta podataka gde se uocava
grupisanje medu uzorcima, njihove sli¢nosti i razlike, kao i spoljasnje vrednosti. Grafik vektora
latentnih varijabli (eng. Loadings plot for data) daje informacije o uticaju ispitivanih varijabli na
razdvajanje uzoraka na grafiku skorova latentnih varijabli [107].
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

U okviru ove doktorske disertacije ispitan je fitohemijski profil i bioloska aktivnost dvadeset
uzoraka osuSenih listova ¢uvarkuce kao i preparata koji je pripremljen meSanjem svezih listova
Cuvarkucée sa bagremovim i livadskim medom, Cistih uzoraka meda i svezih listova ¢uvarkuée od
kojih je preparat pripremljen.

3.1. Uzorci ¢uvarkucée i meda

Uzorci listova ¢uvarkuée sakupljeni su tokom proleca i leta 2021. godine. Pored prinosa
ekstrakcije, lokacije i sezone sakupljanja, u Tabeli 2 navedeni su i brojevi vaucera uzoraka cuvarkuce
koji su konzervirani u BEOU Herbarijumu Univerziteta u Beogradu — Bioloskog fakulteta.

Tabela 2. Lista uzoraka ¢uvarkucée sa navedenim brojem vaucera, prinosom ekstrakcije, lokacijom i
sezonom sakupljanja.

Br. Broj vaucera  Lokacija Sezona sakupljanja  Prinos
uzorka ekstrakcije
1 BEOU17966 StarCevo April, 2021 25,46%
2 BEOU17967 StarCevo April, 2021 18,36%
3 BEOU17968 Skrobara Jun, 2021 22.04%
4 BEOU17969 Starcevo April, 2021 19,81%
5 BEOU17970 Umka Maj, 2021 18,32%
6 BEOU17971 Banjica Jun, 2021 20,60%
7 BEOU17972 Pirot Jun, 2021 17,26%
8 BEOU17973 Stara planina Jul, 2021 18,30%
9 BEOU17974 StarCevo April, 2021 20,23%
10 BEOU17975 Starcevo April, 2021 16,87%
11 BEOU17976 Vranje Jul, 2021 21,25%
12 BEOU17977 Skrobara Maj, 2021 28,76%
13 BEOU17978 StarCevo April, 2021 20,98%
14 BEOU17979 StarCevo April, 2021 20,21%
15 BEOU17980 Staréevo April, 2021 21,46%
16 BEOU17981 Skrobara Maj, 2021 23,11%
17 BEOU17982 Reva Jun, 2021 17,15%
18 BEOU17983 Starcevo April, 2021 20,57%
19 BEOU17984 Zemun Polje  Jun, 2021 13,63%
20 BEOU17985 Banjica Jun, 2021 16,50%

Svezi listovi su skinuti sa rozeta, oprani pod mlazom vode i isprani dejonizovanom vodom. Visak
vode je pokupljen suvom krpom, a zatim su listovi usitnjeni kako bi se brze osusili. Oprani, Cisti,
usitnjeni listovi osuseni su u dehidratoru za hranu Gorenje FDK 500 GCW (Ljubljana, Slovenija) na
40 °C tokom 72 h. Ovakva priprema uzoraka iskoriS¢ena je za odredivanje sadrzaja vlage u
sukulentnim listovima ¢uvarkuce koji su bogati vodom. Sadrzaj vlage (V) izraCunat je iz razlike masa
izmerenih listova pre i posle susenja:

V=

x 100%
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gde su:
a — izmerena masa listova pre susenja (g),
b — izmerena masa listova posle susenja (g).

Osuseni listovi su samleveni koriS¢enjem elektricnog mlina Bosch TSM6AO017C (Minhen,
Nemacka) i cuvani u plasti¢énim, dobro zaptivenim bocicama na sobnoj temperaturi.

Za pripremu preparata ¢uvarkucée i meda koriS¢eni su sveze ubrani listovi ¢uvarkuce i po tri
uzorka bagremovog i livadskog meda. Jedan zbirni uzorak svezih listova ¢uvarkuce je usitnjen i
homogenizovan ru¢nim mikserom Bosch MSM14100 (Minhen, Nemacka). U staklenim teglama
odmereno je ~112,5 g svezih listova ¢uvarkuce i ~ 187,5 g meda na tehnickoj vagi. Preparat je dobro
promesan i homogenizovan, tegle su zavijene aluminijumskom folijom i ¢uvane u frizideru na +4 °C.
Sadrzaj u teglama je bio promesan svakog dana.

3.2. Hemikalije, reagensi i standardi
Reagensi kori$éeni za pripremu ekstrakata

Etanol 96% (v/v), hlorovodoni¢na kiselina 37% (v/v) i vodonik—peroksid (30%) nabavljeni su od
firme Sani—-Hem (Novi Becej, Srbija). Azotna kiselina (65%) nabavljena je od firme Sigma—Aldrich
(Steinheim, Nemacka), a metanol (HPLC ¢istoce) od proizvodaca Merck (Darmstadt, Nemacka). U
radu je koriS¢ena ultradista voda koja je dobijena sistemom za preci§¢avanje vode Thermo Fisher
TKA MicroPure (0,055 uS/cm, Niederelbert, Nemacka). Politetrafluoroetilenski (PTFE) i najlonski
(NY) spric—filteri membrane 0,22 um i 0,45 pm nabavljeni su od firme Supelco (Belefonte, SAD).
Papir za filtriranje (Whatman No. 1) nabavljen je od firme Merck (Darmstadt, Nemacka). Kertridzi
za ¢vrsto—teénu ekstrakciju (C18, 500 mg, 6 mL) nabavljeni su od firme Macherey—Nagel GmbH &
Co. (Duren, Nemacka).

Identifikacija i kvantifikacija polifenola

Sircetna kiselina, acetonitril i mravlja kiselina nabavljeni su od proizvodac¢a Merck (Darmstadt,
Nemacka). Svi rastvaraci su bili HPLC ¢istoce. Standardi fenolnih jedinjenja neohlorogena kiselina
(NCGA), p-hidroksibenzoeva kiselina (PHBA), eskulin (AEN), eskuletin (AET), kofeinska kiselina
(CA), viteksin (VIT), izokvercetin (IQUE), p—kumarinska kiselina (PCOA), taksifolin (TAX),
aromadendrin (AR), astragalin (AST), ruzmarinska kiselina (RA), elaginska kiselina (ELA), florizin
(PHL), luteolin (LUT), kvercetin (QUE), naringenin (NAN), izoramnetin (IRH) i kempferol (KAE)
su nabavljeni od firme Sigma—Aldrich (Steinheim, Nemacka).

Kvantifikacija SeCera

Natrijum-acetat trihidrat i rastvor natrijum-hidroksida (50%) nabavljeni su od firme Sigma-
Aldrich (Steinheim, Nemacka). Standardi Secera i Secernih alkohola kori$¢eni za identifikaciju i
kvantifikaciju: glukoza (Glu) je kupljena od firme Merck (Darmstadt, Nemacka); fruktoza (Fru),
arabinoza (Ara), melibioza (Mel), rafinoza (Raf), maltoza (Mal), trehaloza (Tre), izomaltoza (Imal),
gentiobioza (Gen), turanoza (Tur) i erloza (Erl) su nabavljeni od firme Sigma—Aldrich (Steinheim,
Nemacka), dok su saharoza (Sah), galaktitol (Gal), sorbitol (Sor) i manitol (Man) kupljeni od firme
Supelco (Bellefonte, PA, SAD).

Multielementalna analiza — odredivanje sadrzaja makro— i mikro—elemenata

Semi—kvantitativni osnovni rastvor (§tok) makro— i mikro—elemenata u koncentraciji od 0,0100
g/L nabavljen je od firme Alfa Aesar (Ward Hill, Massachusetts, SAD) i upotrebljen je za pripremu
rastvora standardne serije (1; 10; 50; 100 1 250 pg/L) za odredivanje Al, Bi, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn,
Ni i Zn. Osnovni (§tok) rastvor makro—elemenata u koncentraciji od 0,5000 g/L nabavljen je od VHG
Labs (Manchester, SAD) i korisc¢en je za pripremu standardnih rastvora (0,5; 1,0; 5,0; 10,0 1 25,0
mg/L) za odredivanje Ca, K, Mg, Na, P i S.
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Odredivanje ukupnog sadrzaja fenola i antioksidativne aktivnosti

FC reagens, natrijum—karbonat, amonijum-heptamolibdat, kalijum—persulfat i trihlorosiréetna
kiselina nabavljeni su od firme Merck (Darmstadt, Nemacka). 2,2—Difenil-1—pikrilhidrazil (DPPH)
je kupljen od firme Fluka Chemie AG (Buch, Svajcarska). 2,2'-Azino—bis(3—etilbenzotiazolin—6—
sulfonska kiselina) diamonijum so (ABTS), troloks, komponente fosfatnog pufera (natrijum—
hidrogenfosfat i natrijum-dihidrogenfosfat), natrijum—fosfat i gvozde(IIl)-hlorid nabavljeni su od
firme Sigma—Aldrich (Steinheim, Nemacka), a kalijum—heksacijanoferat(l11) od firme Thermo Fisher
Scientific (Bremen, Nemacka). Standard askorbinske Kkiseline nabavljen je od firme Supelco
(Bellefonte, PA, SAD), a standard galne kiseline od firme Acros organics (Geel, Belgija).

Odredivanje antibakterijske aktivnosti

Natrijum—dihidrogenfosfat, natrijum—hidroksid i triton X-100 nabavljeni su od firme Sigma—
Aldrich (Steinheim, Nemacka). 3—(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum-bromid (MTT)
nabavljen je od firme Fluka Chemie AG (Buch, Svajcarska). Hranljivi kosi agar kupljen je od firme
Lab M (Bury, UK), a tripton LP0042 i ekstrakt kvasca LP0021 od firme Oxoid LTD (Basingstoke,
UK). Bujon Luria Bertani (LB) nabavljen je od firme Merck (Darmstadt, Nemacka). Koris¢eni su
sojevi Cetiri Gram—pozitivne bakterije: Bacillus subtilis (ATCC 6633), Micrococcus lysodeikticus
(ATCC 4698), meticilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) (ATCC 33591) i Staphylococcus
aureus (ATCC 6538); i dva soja Gram-—negativnih bakterija: Escherichia coli (ATCC 35218) i
Klebsiella pneumoniae (ATCC 29665).

Odredivanje antidijabetske aktivnosti

Enzim o-amilaza, dinitro-salicilna kiselina (DNSA), skrob, kalijum—natrijum-tartarat
tetrahidrat, natrijum-—hidroksid, natrijum—dihidrogenfosfat i natrijum—hlorid kupljeni su od Sigma-—
Aldrich (Steinheim, Nemacka). Akarboza je nabavljena od Acros organics (Geel, Belgija).

HPTLC

Rastvaraci koris¢eni za pripremu mobilnih faza: toluen je nabavljen od firme Zorka Pharma
(Sabac, Srbija), etil-acetat od dobavlja¢a Betahem (Beograd, Srbija), a anhidrid mravlje kiseline od
firme Lach—Ner (Neratovice, Ceska). Reagensi za derivatizaciju 2—aminoetil difenilborinat (NEU) i
p—anisaldehid nabavljeni su od firme Sigma—Aldrich (Steinheim, Nemacka), dok je polietilen—glikol
4000 (PEG 4000) nabavljen od proizvoda¢a Merck (Darmstadt, Nemacka). HPTLC 20 x 10 cm
staklene ploc¢e prevucene silika—gelom 60 Fzss su nabavljene od firme Merck (Broj artikla:
1.05642.0001, Lot: HX16997242, Darmstadt, Nemacka).

3.3.  Priprema ekstrakata
Ekstrakcija fenolnih jedinjenja iz osuSenih listova ¢uvarkuce

Osuseni listovi ¢uvarkuce su precizno odmereni na analitickoj vagi Ohaus Adventurer (New
Jersey, SAD) sa ta¢noS¢u na Cetvrtoj decimali (~ 1,0000 g) i ekstrahovani dodatkom 10 mL smeSe
etanol-voda (70:30, v/v) u ultrazvu¢nom kupatilu Sonic (Nis, Srbija) tokom 1 h na sobnoj temperaturi.
Ekstrakti su centrifugirani u centrifugi Thermo Scientific SL 16 (Waltam, SAD) tokom 15 minuta na
10000 obrtaja u minuti (eng. round per minute, rpm). Supernatant je prebacen u prethodno izmereni
balon sa okruglim dnom i uparen do suva koriste¢i vakuum upariva¢ IKA-Werke HB4 basic (Staufen,
Nemacka) na temperaturi od 40 °C pod snizenim pritiskom. Balon sa ostatakom nakon uparavanja je
ponovo izmeren. 1z razlike masa balona pre i posle uparavanja supernatanta izracunat je tacan prinos
ekstrakcije svakog uzorka (Tabela 1). Upareni ostatak ekstrakata rastvoren je u odgovarajucoj
zapremini metanola (HPLC ¢istoc¢e) da se dobije ista koncentracija svih ekstrakata od 50 mg/mL.
Ekstrakti su profiltrirani kroz politetrafluoroetilenski (PTFE) Spric—filter membrane 0.45 um i ¢uvani
do upotrebe u zamrzivacu na -20 °C.
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U ovako pripremljenim ekstraktima osusenih listova c¢uvarkuce identifikovana su i
kvantifikovana fenolna jedinjenja i ispitana je bioloska aktivnost (antioksidativna, antidijabetska i
antimikrobna).

Ekstrakcija fenolnih jedinjenja iz preparata ¢uvarkuée i meda, uzoraka meda i svezih listova
¢uvarkude

I nadin pripreme ekstrakata: Na tehni¢koj vagi u erlenmajeru od 150 mL odmereno je ~ 30 ¢
preparata ¢uvarkuce i meda i podvrgnuto ekstraktciji sa 50 mL ultradiste zakiseljene vode (pH
vrednost 2, podesena dodavanjem 37% HCI) tokom 30 minuta na sobnoj temperaturi u ultrazvuénom
kupatilu. Ekstrakti su na ovaj nacin prepremani na svakih nedelju dana tokom pet nedelja (1, 7, 14,
21. 1 28. dana). Istim postupkom jednokratno su ekstrahovani i fenoli iz svezih, usitnjenih listova
cuvarkuce, dok su fenoli iz meda ekstrahovani iz ~ 15 g odmerenog uzorka meda sa 50 mL ultraCiste
zakiSeljene vode.

II nacin pripreme ekstrakata: Na tehnic¢koj vagi je odmereno ~ 30 g smesSe ¢uvarkuce i meda u
erlenmajeru od 150 mL i bez dodatka rastvaraca postavljena je ekstrakcija na ultrazvu¢no kupatilo
tokom 30 minuta na sobnoj temperaturi. Ovim postupkom ekstrakti su pripremljeni 1. i 28. dana. Na
isti nacin, bez dodatka rastvaraca, jednokratno je pripremljen i ekstrakt od svezih listova ¢uvarkuce.

Ekstrakti pripremljeni na oba nacina su centrifugirani 15 min na 10000 rpm, a zatim su
profiltrirani kroz filter—papir. Profiltrirani ekstrakti su pre¢iséni sistemom za ¢vrsto—te¢nu ekstrakciju
(eng. Solid—Phase Extraction, SPE). Zbog velikih zapremina ekstrakata kori§¢ena su po dva SPE
kertridza za svaki ekstrakt. Kondicioniranje kertridza izvr§eno je propustanjem 10 mL zakiSeljene
vode (pH 2) i 10 mL metanola. Nakon §to su ekstrakti propusteni, kertridzi su isprani sa 15 mL
zakiseljene vode (pH 2) kako bi se uklonili Seceri, a zaostali fenoli su eluirani propustanjem 15 mL
metanola.

Eluati svih ekstrakata su upareni do suva na vakuum uparivacu pri temperaturi od +40 °C pod
snizenim pritiskom. Ostatak nakon uparavanja rastvoren je u odgovarajucoj zapremini metanola
(HPLC ¢isto¢e) da koncentracija ekstrakata bude 25 mg/mL. Ekstrakti su profiltrirani kroz
politetrafluoroetilenski (PTFE) $pric—filter membrane 0,45 um i ¢uvani do upotrebe u zamrzivacu na
-20 °C.

Priprema ekstrakata osusenih listova ¢uvarkucée za analizu Secera

Vodeni ekstrakti osuSenih listova ¢uvarkuée za analizu Secera pripremljeni su ekstrakcijom ~
0,05 g osusenih listova ¢uvarkuce sa 10 mL ultraciste vode na ultrazvuénom kupatilu u trajanju od 1
h na sobnoj temperaturi. Ekstrakti su centrifugirani 15 minuta na 10000 rpm, profiltrirani kroz
Supelco NY $pric—filter membrane 0,22 um i ¢uvani u zamrzivacu na -20 °C.

Priprema ekstrakata preparata ¢uvarkucée i meda, uzoraka meda i sveZih listova ¢uvarkuce za
analizu Secera

Vodeni ekstrakti za analizu Secera pripremljeni su tako Sto je na analiti¢koj vagi odmereno ~
1,0000 g svezih listova Cuvarkuce/preparata Cuvarkuce 1 meda, dodato 25 mL ultraCiste vode 1
ekstrahovano na sobnoj temperaturi u ultrazvu¢nom kupatilu tokom 1 h. Uzorci meda su istim
postupkom pripremljeni za analizu $ecera pri ¢emu je odmerena masa uzorka iznosila ~ 0,5000 g.
Ekstrakti su centrifugirani 15 minuta na 10000 rpm, profiltrirani kroz Supelco najlonski (NY) $pric-
filter membrane 0,22 pm i ¢uvani u zamrzivacu na -20 °C.

Priprema uzoraka osusenih listova ¢uvarkuée za multielementalnu analizu

SpraSeni, osuseni listovi ¢uvarkucée su podvrgnuti kiseloj vlaznoj digestiji za pripremu rastvora
uzoraka za analizu elemenata. U plasti¢ne kivete je odmereno ~ 0,3 g uzorka, dodat je 1 mL vodonik—
peroksida (30%, v/v) i 4 mL koncentrovane azotne kiseline (65%, v/v), a zatim su kivete stavljene na
vodeno kupatilo na 90 °C dok sadrzaj u kivetama nije uparen do suva. Suvi ostatak je rastvoren u
maloj zapremini ultraciste vode, zatim je kvantitativno prenet u odmerni sud koji je dopunjen
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ultracistom vodom do krajnje zapremine od 25 mL. Ovako pripremljeni rastvori su filtrirani kroz 0,45
um PTFE $pric—filter i ¢uvani do analize u plasti¢nim kivetama u frizideru na +4 °C.

3.4.  Fitohemijska karakterizacija

Fitohemijski profil etanolnih ekstrakata osuSenih listova cuvarkuée okarakterisan je
odredivanjem fenolnog profila spektrofotometrijski — merenjem ukupnog sadrzaja fenola I
identifikacijom i kvantifikacijom fenola primenom UPLC-LTQ OrbiTrap MS i UPLC-DAD MS/MS.
Primenom uzlazne HPTLC razvijen je fenolni profil na HPTLC ploc¢ama. Takode, odreden je i profil
Secera jonskom hromatografijom HPAEC/PAD, kao i sadrzaj elemenata ICP—OES metodom.

Fitohemijski profil ekstrakata preparata cuvarkuce i meda, Cistih uzoraka meda 1 svezih listova
Cuvarkuce odreden je spektrofotometrijskim merenjem TPC i razvijanjem HPTLC fenolnog profila.

3.4.1. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnog sadrzaja fenola

Ukupni sadrzaj fenola odreden je FC testom na GBC UV-Visible Cintra 6 spektrofotometru
(Dandenong, VIC, Australija) merenjem apsorbancije pripremljenih rastvora na 765 nm, kako je
ranije opisano u literaturi [108]. U epruvetu je dodato 0,5 mL ekstrakta/standarda, 0,5 mL ultraciste
vode i 2,5 mL FC reagensa (10%). Rastvor je promuckan, nakon 5 minuta inkubacije na sobnoj
temperaturi, dodato je 2,0 mL rastvora natrijum—karbonata (7,5%) a zatim je rastvor ponovo dobro
promuckan. Nakon inkubiranja rastvora na sobnoj temperaturi tokom 1 h na tamnom mestu izmerena
je apsorbancija. Analiza je uradena u duplikatu za svaki ekstrakt i standardnu seriju. Galna kiselina
(eng. gallic acid, GA) je korisc¢ena kao standardno jedinjenje za konstruisanje kalibracione prave u
rasponu koncentracija 20 — 120 pg/mL. TPC vrednosti su izrazene kao gram—ekvivalenti galne
kiseline po kilogramu suve mase uzorka (g GAE/kg SM).

3.4.2. ldentifikacija fenolnih jedinjenja primenom UPLC-LTQ OrbiTrap MS

Za razdvajanje i identifikaciju fenolnih jedinjenja u ekstraktima osusenih listova ¢uvarkuce
kori$éen je sistem ultracfikasne te¢ne hromatografije koji se sastoji od kvaternerne Accela 600 pumpe
i Accela autosamplera koji su povezani sa hibridnim masenim spektrometrom visoke rezolucije (LTQ
OrbiTrap MS) sa zagrejanom elektrosprej jonizacionom sondom HESI-II (Thermo Fisher Scientific,
Bremen, Nemacka). Ovaj sistem je opremljen Syncronis C18 analitickom kolonom (100 x 2,1 mm,
1,7 pm veli¢ina Cestica, Thermo Fisher Scientific) koja je koriS¢ena za razdvajanje fenolnih
jedinjenja. Fenolna jedinjenja identifikovana su u negativnom jonizacionom rezimu. Zapremina
injektovanog ekstrakta je bila 5 pL. Razdvajanje fenolnih jedinjenja izvrSeno je koriS¢enjem mobilne
faze koja se sastoji od: (A) voda + 0,1% mravlja kiselina i (B) acetonitril + 0,1% mravlja kiselina.
Koris¢en je protok linearnog gradijenta pri brzini od 0,3 mL/min. Primenjeni gradijent eluiranja 1
parametri HESI izvora su postavljeni kako je ranije opisano [109]. Fenoli, fenolne kiseline i njihovi
derivati su identifikovani prema vremenu zadrZavanja, tatnoj masi i karakteristicnim fragmentima
jona.

3.4.3. Kvantifikacija fenolnih jedinjenja primenom UPLC-DAD MS/MS

Fenolna jedinjenja prisutna u ekstraktima osusenih listova cuvarkuée su razdvojena i
kvantifikovana primenom Dionex Ultimate 3000 UPLC sistema (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
SAD). Sistem je spregnut sa DAD detektorom sa nizom dioda (eng. Diode Array Detector) i
trostrukim kvadrupolnim masenim spektrometrom TSQ Quantum Access Max (ThermoFisher
Scientific) sa jonskim izvorom elektrosprej jonizacije sa zagrevanjem HESI (eng. Heated
Electrospray lonization). Sistem je opremljen Hypersil gold C18 analitickom kolonom (50 x 2,1 mm,
veli¢ine Cestica 1,9 pum, Thermo Fisher Scientific). Mobilna faza se sastoji od eluenta (A): 0,2%
sircetne kiseline u vodi i eluenta (B): acetonitril (HPLC ¢istoce). Gradijentni nacin eluiranja je
podesen sa brzinom protoka od 0,4 mL/min. Ekstrakti su injektovani u zapremini od 5 pL. Fenolna
jedinjenja su identifikovana direktnim poredenjem sa komercijalno dostupnim standardima. Osnovni
rastvor (1000 mg/L) svakog standardnog jedinjenja je razblazen mobilnom fazom da bi se dobili radni
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rastvori (0,025, 0,050, 0,100, 0,250, 0,500, 0,750 i1 1,000 mg/L). Ukupni sadrzaj svakog jedinjenja je
izraCunat integraljenjem povrsine pikova i izraZen je kao mg/kg SM.

3.4.4. Razvijanje HPTLC fenolnog profila

Fenolni profil ekstrakata osusenih listova ¢uvarkuce razvijen je tehnikom uzlazne HPTLC.
Hromatografski sistem se sastojao od normalno—fazne staklene HPTLC ploce prevucene slojem
silika—gela i mobilne faze koju ¢ine toluen : etil-acetat : mravlja kiselina u odnosu 5:4:1 (vV/v/v).
Zapremina ekstrakata od 6 uL naneta je na HPTLC ploc¢u koriste¢i Linomat 5 (CAMAG, Muttenz,
Svajcarska) u obliku traka duZzine 6 mm na 10 mm od donje ivice plo¢e, dok je predeni put rastvaraca
iznosio 70 mm. Hromatogrami su razvijeni u vertikalnoj kadi sa dva kanala (CAMAG) koja je
prethodno si¢ena 20 minuta parama mobilne faze. Derivatizacija razvijenog hromatograma izvedena
je uranjanjem HPTLC ploce u 0,5% metanolni rastvor NEU reagensa tokom 3 sekunde pri brzini od
4,5 cm/s koriste¢i TLC chromatogram immersion device (CAMAG), a nakon susenja, HPTLC ploca
je uronjena i u 5% metanolni rastvor PEG 4000 tokom 3 sekunde pri brzini od 4,5 cm/s. NEU reagens
dovodi do fluoresciranja fenolnih jedinjenja i njihove vizualizacije pod UV lampom, dok PEG 4000
sluzi za pojacavanje i stabilizaciju boje. Slike hromatograma su dokumentovane pod UV lampom na
366 nm koriste¢i Samsung Galaxy S21 kupljen od firme Samsung electronics (Suwon, Juzna Koreja)
koji je opremljen kamerom od 64 MPs. Takode, razvijeni hromatogrami su derivatizovani i rastvorom
p—anisaldehida koji je pripremljen mesanjem 1,5 mL p-anisaldehida sa 212 mL metanola, 25 mL
glacijalne sir¢etne kiseline i 12,5 mL sumporne kiseline. Ovako derivatizovani hromatogrami slikani
su pod vidljivim svetlom kamerom Samsung Galaxy S21.

HPTLC fenolni profil ekstrakata meda, svezih listova cuvarkuée i preparata ¢uvarkuce i meda
(¢+m) razvijen je istim postupkom kao i HPTLC profil ekstrakata osuSenih listova cuvarkuce.
Mobilnu fazu koris$¢enu za razvijanje hromatograma ¢ini smesa etil-acetat : toluen : mravlja kiselina
: voda (16:4:3:2, v/Iviviv). Ekstrakti su naneti u zapremini od 4 uL u obliku traka duZine 6 mm, a
predeni put rastvaraca je iznosio 70 mm. Za vizualizaciju fenolnog profila ovih ekstrakata koris¢eni
su NEU i PEG reagens-rastvori.

3.4.5. Odredivanje profila Secera jonskom hromatografijom

Sistem visokoefikasne anjonsko-izmenjivacke hromatografije sa pulsno—amperometrijskom
detekcijom (HPAEC/PAD) kori$éen za analizu Secera i Secernih alkohola je DIONEX ICS 3000 DP
(Sunnyvale, SAD). Opremljen je kvaternarnom gradijentnom pumpom, elektrohemijskim detektorom
koji se sastoji od Au radne elektrode i Ag/AgCI referentne elektrode, autosamplerom (AS-DV) i
softverom Chromeleon (Chromatography Workstation and Chromeleon 6.7 Chromatography
Management Software). Razdvajanje je izvrSeno na Carbo Pac PA100 koloni (4 x 250 mm
(analiticka) 1 4 x 50 mm (zastitna); Dionex) termostiranoj na 30 °C. Brzina protoka mobilne faze bila
je 0,7 mL/min. Kori$¢en je gradijentni tip eluiranja mobilne faze slede¢im redosledom: -20 — 5 min
= 15% 300 mmol/L NaOH; 5 — 12 min = 15% 300 mmol/L NaOH i 2% 500 mmol/L NaOAc; 12 —
20 min = 15% 300 mmol/L NaOH i 4% 500 mmol/L NaOAc; 20 — 30 min = 20% 300 mmol/L NaOH
i 20% 500 mmol/L NaOAc; ostatak do 100% je ultracista voda. Ukupno vreme trajanja analize je 30
minuta.

3.4.6. Multielementalna analiza primenom ICP-OES

Sistem indukovano spregnute plazme sa optickom emisionom spektroskopijom ICP—OES 6500
Duo (Thermo Fisher Scientific, United Kingdom) opremljen sa CID86 detektorom i Iteva softverom
(iCAP Software Iteva, izdanje 8), korisc¢en je za kvantitativno odredivanje elemenata u pripremljenim
ekstraktima osusenih listova ¢uvarkuce za elementalnu analizu. Instrumentalni uslovi su podeseni
tako da je RF radna snaga iznosila 1150 W, glavni protok argona 12 L/min, dok je protok argona u
rasprSivacu bio 0,5 L/min. Protok uzorka iznosio je 1 L/min. Komora za rasprSivanje je ciklonska sa
koncentri¢nim rasprSivacem. Svi uzorci su analizirani u duplikatu, u tri ponovljena merenja.
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3.5.  Odredivanje bioloske aktivnosti
3.5.1. Antioksidativna aktivnost

Antioksidativna aktivnost 70% etanolnih ekstrakata osusenih listova ¢uvarkuée odredena je
spektrofotometrijskim testovima (DPPH, ABTS, TRP i TAC), HPTLC-antioksidativnim testovima
(HPTLC-FC, HPTLC-DPPH, HPTLC-ABTS, HPTLC-TRP i HPTLC-TAC) i DFT metodom.

Antioksidativna aktivnost ekstrakata preparata ¢uvarkuce i meda, uzoraka meda i svezih listova
Cuvarkuce ispitana je spektrofotometrijskim DPPH testom i HPTLC—DPPH antioksidativnim testom.

Odredivanje antioksidativne aktivnosti spektrofotometrijskim testovima
DPPH antioksidativni test

Alikvotu ekstrakta od 0,1 mL dodato je 4 mL rastvora DPPH (79 umol/L). Rastvori su inkubirani
na sobnoj temperaturi na tamnom mestu tokom 45 minuta, a zatim je izmerena apsorbancija na 517
nm. Osnovni rastvor troloksa (1000 pmol/L) kori$c¢en je za pravljene rastvora standardne serije (100
— 600 pumol/L) [110]. Rezultati su izrazeni kao mmol troloks ekvivalenta po kilogramu suve mase
uzorka (mmol TE/kg SM).

ABTS antioksidativni test

Radni rastvor ABTS radikala napravljen je tako $to je pomeSano 5 mL ABTS (7 mmol/L) i 5 mL
kalijum—persulfata (2,4 mmol/L). Nakon 16 h na tamnom mestu, radni rastvor je razblazen
destilovanom vodom da bi se postigla apsorbancija rastvora oko 0,700 (1 mL radnog rastvora
razblazen je sa 45 mL destilovane vode). Pomesano je 0,15 mL ekstrakta i 2,85 mL razblazenog
rastvora ABTS i nakon 7 minuta izmerena je apsorbancija na 734 nm. Troloks je koris¢en kao
standardno jedinjenje od ¢ijeg osnovnog rastvora (1000 umol/L) su napravljeni rastvori standardne
serije (25— 400 pmol/L) [111]. Rezultati su izraZzeni kao mmol troloks ekvivalenta po kilogramu suve
mase uzorka (mmol TE/kg SM).

Test ukupne redukcione moc¢i

Osnovni rastvor je napravljen odmeravanjem 0,4 mL ekstrakta kojem je dodato 0,4 mL 96%
etanola, 2,0 mL fosfatnog pufera (0,2 mol/L, pH 6,6) i 2,0 mL 1% kalijum-heksacijanoferata(lll).
Rastvor je inkubiran tokom 20 minuta na 50 °C, a nakon §to je prohladen dodato je 2,0 mL 10%
trinlorosir¢etne kiseline. Od ovako pripremljenog rastvora odmereno je 2,0 mL alikvota, a zatim je
dodato 2,0 mL destilovane vode i 0,4 mL 0,1% gvozde(III)-hlorida. Nakon dva minuta inkubacije
apsorbancija je izmerena na 700 nm. Rastvor askorbinske kiseline (1000 pmol/L) iskoris¢en je za
pravljenje rastvora standardne serije u opsegu 50 — 400 pmol/L [112]. Rezultati su izraZzeni kao mmol
ekvivalenta askorbinske kiseline po kilogramu suve mase uzorka (mmol AAE/kg SM).

Ukupni antioksidativni kapacitet — fosfomolibdenski metod

Rastvor reagensa koji je potreban za ovaj test napravljen je meSanjem 0,6 M sumporne kiseline,
28 mM natrijum—fosfata i 4 mM amonijum—molibdata. Zapremini od 0,5 mL ekstrakta dodato je 3,0
mL reagensa. Rastvor je zatim inkubiran 10 minuta na 95 °C, a nakon hladenja apsorbancija je
izmerena na 695 nm. Osnovni rastvor askorbinske kiseline (1000 mg/L) razblazen je da se dobiju
rastvori standardne serije (12,5 — 150 pg/mL) [113]. Rezultati su izrazeni kao mmol ekvivalenta
askorbinske kiseline po kilogramu suve mase uzorka (mmol AAE/kg SM).
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Odredivanje antioksidativne aktivnosti HPTLC—antioksidativnim testovima

HPTLC ploce za ispitivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata osuSenih listova ¢uvarkuce su
pripremljene tako $to je naneto 4 pL ekstrakta kao zone duzine 6 mm koriste¢i Linomat 5 (CAMAG).
Nakon razvijanja profila mobilnom fazom toluen : etil-acetat : mravlja kiselina (5:4:1, v/v/v) i duzini
puta od 70 mm, hromatogrami su derivatizovani uranjanjem u odgovarajuce rastvore tokom 3
sekunde pri brzini od 4,5 cm/s koriste¢i TLC chromatogram immersion device (CAMAG) radi
vizualizacije zona koje ispoljavaju antioksidativnu aktivnost. Svi dobijeni hromatogrami slikani su
pod vidljivim svetlom kamerom Samsung Galaxy S21.

Ekstrakti meda, svezih listova ¢uvarkuce i preparata ¢uvarkuce i meda (¢+m) su naneti na HPTLC
ploce u zapremini od 2 uL u duzini od 6 mm, a hromatogrami su razvijeni smeSom etil-acetat : toluen
: mravlja kiselina : voda (16:4:3:2, v/viviv). Kod ovih ekstrakata odreden je samo HPTLC—DPPH
antioksidativni profil.

HPTLC-FC test

Za derivatizaciju hromatograma korisc¢en je vodeni rastvor FC reagensa (3:2, v/v). Aktivne zone

tamno—plave boje naspram zute pozadine pojavile su se nakon zagrevanja ploce u susnici na 100 °C
tokom 2 minuta [101].

HPTLC-DPPH test

Razvijeni hromatogram je derivatizovan metanolnim rastvorom DPPH (0,1%). Bele trake naspram
ljubicaste pozadine predstavljaju aktivne zone [102].

HPTLC-ABTS test

Radni rastvor ABTS pripremljen je mesanjem 5 mL ABTS (7 mmol/L) i 5 mL kalijum—persulfata
(2,4 mmol/L) i ostavljen na tamnom mestu tokom 16 h. Za derivatizaciju hromatograma, radni rastvor
je razblazen destilovanom vodom u odnosu 1:10 (v/v). Aktivne zone se pojavljuju kao bledo—zute
zone naspram tirkizne pozadine [103].

HPTLC-TRP test

Vodeni rastvor koji sardzi 5% gvozde(IlI)-hlorida i 0,5% kalijum—heksacijanoferata(lll) koris¢en
je za derivatizaciju razvijenog hromatograma. Aktivne zone su tamno—plave boje naspram Zute
pozadine [114].

HPTLC-TAC test

Hromatogram je derivatizovan vodenim rastvorom koji u 200 mL sadrzi 2,88 g natrijum—fosfata,
3,92 g amonijum-molibdata i 47,04 mL koncentrovane sumporne kiseline. Aktivne zone se uoc¢avaju
nakon zagrevanja hromatograma u susnici na 100 °C kao plave zone naspram bele pozadine.

Odredivanje antioksidativne aktivnosti DFT metodom

Osnovne 3D strukture identifikovanih jedinjenja koja ispoljavaju antioksidativnu aktivnost su
preuzete iz PubChem baze podataka. Konformaciono pretrazivanje ovih struktura obavljeno je
koris¢enjem MMFF94s polja sile [115], a zatim je geometrija konformera najnize energije dodatno
optimizovana koris¢enjem PM7 poluempirijske kvantno—hemijske metode primenjene u MOPAC
2016 [116]. Entalpija disocijacije veze (BDE) je izraCunata iz entalpije koja je korigovana za energiju
nulte tacke (H) za neutralni molekul (Mol—H), radikal (Mol*) i atom vodonika (H*) koriste¢i slede¢u
jednacinu:

BDE = H (Mol*) + H (H*) - H (Mol-H) Q)

Jonizacioni potencijal (IP) je izracunat kao razlika izmedu entalpije katjon—radikala i neutralnog
molekula koristeci slede¢u jednacinu:

IP = H (Mol*+) - H (Mol—H) )
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Frekvencija je proracunata za sve neutralne molekule, radikale i katjon—radikale da bi se potvrdilo
da odgovaraju minimumu potencijala na povrsini. Metoda DFT nudi dobar balans izmedu tacnosti
termodinamickih podataka i racunskih troskova. Funkcional MO6—2KS je izabran za prora¢un energije
reakcija koje ukljucuju radikalne vrste zbog svoje preciznosti. Koris¢en je osnovni set 6-31G+(d,p),
a efekti rastvaraca vode i pentil-etanoata su simulirani koris¢enjem modela gustine solvatacije
(SMD). Svi prora¢uni su obavljeni koris¢enjem Gaussian 16, verzija A.01 [117].

3.5.2. Antidijabetska aktivnost
Odredivanje antidijabetske aktivnosti spektrofotometrijskim amilaza testom

Za odredivanje antidijabetske aktivnosti spektrofotometrijskom metodom bilo je neophodno da
se ekstrakti osusenih listova ¢uvarkuce preciste sistemom za ¢vrsto—te¢nu ekstrakciju (SPE) kako bi
se uklonili Seceri. Kondicioniranje SPE kertridza izvrSeno je propustanjem 5 mL metanola i 5 mL
ultraciste vode. Nakon Sto su osnovni ekstrakti propusteni (0,3 mL, 50 mg/mL), SPE kertridzi su
isprani sa 10 mL ultraciste vode kako bi se uklonili Seceri, a vezani fenoli su eluirani propustanjem
1,5 mL metanola. Kona¢na koncentracija ekstrakata nakon SPE preciS¢avanja bila je 10 mg/mL.

Za odredivanje inhibitorne aktivnosti ekstrakata na enzim oa-—amilazu primenjena je
modifikovana metoda iz literature [118]. Pomesano je 50 uL. SPE preciséenih ekstrakta osusenih
listova ¢uvarkuce (konc. 1,51 10 mg/mL) i 50 uL 1% rastvora skroba. Rastvor je inkubiran 10 minuta
na 25 °C. Dodato je 50 uL a—amilaze (0,5 mg/mL) i rastvor je ponovo inkubiran na 25 °C tokom 10
minuta. Na kraju je dodato jo§ 100 pL DNSA reagensa i rastvor je inkubiran 5 minuta na 100 °C.
Pripremljeni rastvor je razblaZzen dodatkom 1 mL ultradiste vode i apsorbancija je izmerena na 540
nm.

Odredivanje antidijabetske aktivnosti HPTLC-amilaza antidijabetskim testom

Dvadeset 70% etanolnih ekstrakata osusenih listova ¢uvarkuée naneto je na HPTLC plo¢u u
zapremini od 8 pL u obliku traka duzine 6 mm upotrebom Linomat 5 (CAMAG). Nakon razvijanja
hromatograma mobilnom fazom toluen : etil-acetat : mravlja kiselina (5:4:1, v/v/v) HPTLC ploca je
suSena u struji hladnog vazduha tokom 30 minuta. Plo¢a je ru¢no uronjena tokom 5 sekundi u 1%
rastvor a—amilaze u fosfathom puferu (20 mmol/L, pH 7,15), a zatim inkubirana 30 minuta na 37 °C.
Inkubacija jer sprovedena u plasti¢nim kutijama u kojima se natopljenim vlaznim filter—papirom
odrzava vlazna sredina koja je neophodna za uspesno odvijanje reakcije izmedu aktivnih fenolnih
jedinjenja 1 enzima. Zatim je ploca uronjena u 1% vodeni rastvor krompirovog skroba (supstrat
enzima) i ponovo inkubirana tokom 30 minuta na 37 °C da se omoguci reakcija izmedu enzima i
supstrata. Lugolov reagens koji sluzi za vizualizaciju aktivnih hromatografskih zona koriséen je za
derivatizaciju ploce. Pripremljen je rastvaranjem prethodno homogenizovanih 1 g joda 12 g kalijum—
jodida u 300 mL ultraciste vode. Aktivne zone su ljubiCaste boje naspram bele pozadine.
Hromatogram je slikan Samsung Galaxy S21 mobilnim telefonom na vidljivoj svetlosti.

Istim postupkom dobijen je HPTLC-antidijabetski profil ekstrakata meda, svezih listova
cuvarkuce 1 preparata Cuvarkuce i meda. Ekstakti su na plo¢u naneti u zapremini od 4 pL u duZini od
6 mm, a hromatogrami su razvijeni smesom etil-acetat : toluen : mravlja kiselina : voda (16:4:3:2,
VIVIVIV).
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3.5.3. Antibakterijska aktivnost

Antibakterijska aktivnost ekstrakata osuSenih listova ¢uvarkuce u 70% etanolu odredena je agar—
difuzionim metodom u bunari¢cima | HPTLC-antibakterijskim testovima na Gram-—pozitivne
bakterije: Bacillus subtilis (ATCC 6633), Micrococcus lysodeikticus (ATCC 4698), meticilin—
rezistenti Staphylococcus aureus (MRSA) (ATCC 33591) i Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
kao i na Gram—negativne bakterije: Escherichia coli (ATCC 35218) i Klebsiella pneumoniae (ATCC
29665).

Antibakterijska aktivnost ekstrakata preparata ¢uvarkuce i meda, uzoraka meda i svezih listova
Cuvarkuce ispitana je HPTLC-antibakterijskim testovima na Gram-—pozitivhu bakteriju Bacillus
subtilis (ATCC 6633), kao i na Gram-negativnu bakteriju Escherichia coli (ATCC 35218).

Odredivanje antibakterijske aktivnosti agar—difuzionim metodom u bunari¢ima

Tecne kulture bakterija pripremljene su u 5 mL LB bujona. Nakon inkubacije od 18 hna 37 °C i
220 obrtaja u minuti u Biosan Orbital Shaker ES—20 inkubatoru nabavljenom od firme Sigma—Aldrich
(Steinheim, Germany) izmerene su gustine bakterijskih suspenzija koje su iznosile 17,7 — 21,7 McF.
Bakterijske suspenzije su razblazene fizioloskim rastvorom do gustine od ~ 5 McF. Zapremina od 1
mL ovako razblazenih suspenzija bakterija dodata je u 50 mL hranljivog agara (rastopljenog i
ohladenog medijuma). Zasejani rastopljeni te¢ni agar je sipan u Petri—Solju pre¢nika 15 cm. Nakon
Sto o¢vrsne, u agaru SuU izbuseni bunarié¢i pre¢nika 10 mm u koje je dodato 60 pL ekstrakata osusenih
listova ¢uvarkuce (50 mg/mL) i 60 pL metanola koji predstavlja negativnu kontrolu. Inokulisane
Petri—Solje ostavljene su u frizideru tokom 1 h da se obezbedi difundovanje jedinjenja u agar, a zatim
su inkubirane na 37 °C tokom 24 h. Prec¢nici zona inhibicije izmereni su u mm.

Odredivanje antibakterijske aktivnosti HPTLC-antibakterijskim testovima

Prekonoéne suspenzije bakterija pripremljene su inokulacijom 10 mL LB bujona sa 0,1 mL
suspenzije bakterijskih ¢elija u fizioloSkom rastvoru i inkubirane na 37 °C 1 220 o/min tokom 16 — 18
h u Sejker—inkubatoru Biosan Orbital Shaker ES-20 (Riga, Letonija). Suspenzija bakterija za
derivatizaciju HPTLC ploca pripremljena je dodavanjem 0,2 mL prekono¢ne kulture u 200 mL LB
bujona. Suspenzija je inkubirana na 37 °C dok se ne postigne odgovarajuci broj bakterija koji je
potvrden merenjem gustine suspenzije na DEN—1B McFarland Densitometer Biosan (Riga, Letonija).
Za bakterijske suspenzije u koje su uronjeni razvijeni hromatogrami tokom 6 s gustina je iznosila
5,07 McF za B. subtilis, 3,83 McF za M. lisideikticus, 5,25 McF za MRSA, 5,31 McF za S. aureus,
2,26 McF za E. coli, 3,84 McF za K. pneumoniae. Ploc¢e su inkubirane na 37 °C tokom 90 minuta u
plasticnim kutijama u kojima je obezbedena vlaZzna sredina. Reagens koriS¢en za derivatizaciju
hromatograma inkubiranih sa Gram—pozitivnim bakterijama je 0,1% rastvor MTT u fosfatnom puferu
(100 mM, pH 7,2), dok je za derivatizaciju hromatograma inkubiranih sa Gram-negativnim
bakterijama koris¢en rastvor MTT koji sadrzi 20 kapi surfaktanta Triton X—100 u 200 mL MTT
rastvora. Nakon derivatizacije MTT rastvorom, plo¢e su inkubirane jo§ 60 minuta na 37 °C do pojave
aktivnih hromatografskih zona bele boje naspram ljubicaste pozadine. HPTLC ploce su snimljene
pod vidljivim svetlom koriste¢i mobilni telefon Samsung Galaxy S21 opremljen kamerom od 64 MP.

Istim principom su pripremljene i derivatizovane ploce za razvijanje HPTLC—antibakterijskog
profila ekstrakata meda, svezih listova ¢uvarkuce i preparata cuvarkuce i meda (¢+m). Na plocu su
ekstrakti naneti u zapremini od 4 pL u duZini trake od 6 mm, a hromatogrami su razvijeni smeSom
etil-acetat : toluen : mravlja kiselina : voda (16:4:3:2, v/v/viv). Gustina suspenzija bakterija iznosila
je 4,78 McF za B. subtilis i 2,75 McF za E. coli.
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3.6. Obrada podataka

Obrada podataka obuhvatila je odredivanje parametara deskriptivne statistike, obradu slika
hromatograma i njihovo prevodenje u matricu podataka, kao i PCA.

Parametri deskriptivne statistike dobijeni su koris¢enjem Analysis toolpack dodatka u okviru
Microsoft Office Excel-a. Slike hromatograma su svedene na iste dimenzije koriS¢enjem alatke
snipping tool, a zatim su obradene u Imagel programu (https://imagej.net/Downloads) u cilju
dobijanja podataka koji predstavljaju zavisnost intenziteta piksela u funkciji rastojanja.
Hromatogrami su u okviru ImageJ programa prvo prevedeni u crno—beli format (8-bit), a zatim je
zbog neujednacenog osvetljenja korigovana pozadina koris¢enjem opcije Subtract Background
(8irina 500 piksela) i uklanjanjem Suma podeSavanjem $irine Mean Filter—a na 2 piksela. Dobijene
matrice podataka dodatno su obradene algoritmima koji su deo PLS ToolBox statistickog paketa
(v.6.2.1, www.eigenvector.com/software/pls_toolbox.htm, Eigenvector Research, Wenatchee, WA,
USA) u okviru MATLAB softvera (v. 7.12.0, R2011a, MathWorks Inc., Natick, MA, USA).
Navedeni PLS ToolBox kori$¢en je i za PCA analizu.

Algoritmi u okviru PLS ToolBox statistickog paketa koji su koris¢eni za dodatnu obradu
podataka dobijenih za osusene listove Cuvarkuce, kao i za preparat svezih listova ¢uvarkuce i meda
navedeni su u nastavku:

Osuseni listovi ¢uvarkuce:

Fenolni profil (LC-MS): Autoscale;

Secerni profil (HPEAC): Autoscale;

Elementalni sastav (ICP—OES): Autoscale;
Antioksidativna aktivnost (Spektrofotometrija): Autoscale;

Antioksidativna aktivnost (HPTLC): Smoothing (order: 0, window: 15 pt, incl only, tails: polyinterp),
Normalize (1-Norm, Area = 1), Median Center;

Antidijabetska aktivnost (HPTLC): Smoothing (order: 0, window: 15 pt, incl only, tails: polyinterp),
Normalize (1-Norm, Area = 1), Mean Center;

Antibakterijska aktivnost (HPTLC): Variable Alignment (COW, slack =5), Normalize (1-Norm, Area
= 1), Mean Center.

Preparat svezih listova ¢uvarkuce 1 meda:

Fenolni profil (HPTLC): Variable Alignment (COW, slack = 5), Normalize (1-Norm, Area = 1),
Mean Center,

Antioksidativna aktivnost (HPTLC): Variable Alignment (COW, slack = 5), Normalize (1-Norm,
Area = 1), Mean Center;

Antidijabetska aktivnost (HPTLC): Variable Alignment (COW, slack = 5), Normalize (1-Norm, Area
= 1), Mean Center;

Antibakterijska aktivnost (HPTLC): Variable Alignment (COW, slack = 5), Normalize (1-Norm, Area
= 1), Mean Center.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

Listovi cuvarkuce se u tradicionalnoj medicini koriste u svezem ili osuSenom obliku, kao i u
obliku soka koji se dobija cedenjem iz listova. U okviru ove disertacije izvrSena je fitohemijska
karakterizacija i procena bioloSke aktivnosti ekstrakata pripremljenih od osusenih listova ¢uvarkuce.
Ispitivanje osusenog biljnog materijala, narocito kod biljaka s visokim sadrzajem vode, pruza
znacajne prednosti. Naime, koncentracija fitojedinjenja u osusenom materijalu je veéa, a odredena
jedinjenja pokazuju vecu stabilnost zbog eliminacije vode koja bi u svezem materijalu mogla dovesti
do degradacije i transformacije usled enzimske aktivnosti. Uz to, listovi ¢uvarkuce se mogu koristiti
za pripremu ekstrakata ili konzervirati u kombinaciji s medom, §to dodatno doprinosi oCuvanju
bioloski aktivnih jedinjenja i korisnih svojstava.

Tradicionalni nacin pripreme preparata ¢uvarkuc¢e i meda podrazumeva mesanje 300 g svezih
listova cuvarkuée sa 500 g meda. Pravilnik o kvalitetu meda i drugih proizvoda pcela navodi da gotov
proizvod meda sa dodacima mora da sadrzi najmanje 60% meda [71]. U slu¢aju tradicionalnog na¢ina
pripreme preparata ¢uvarkuce i meda, sadrzaj meda u gotovom proizvodu iznosi 62,5% tako da je
uslov propisan Pravilnikom ispunjen.

Ekstrakti ovih preparata su napravljeni na dva nacina: sa zakiSeljenom vodom (pH 2) i bez
rastvaraca, kako je 1 opisano u poglavlju 3.3. Radi poredenja, pripremljeni su i ekstrakti ¢istog meda
sa zakiSeljenom vodom kao i ekstrakti svezih listova cuvarkuée sa zakiSeljenom vodom i bez
rastvaraca. Upotreba zakiSeljene vode kao rastvarac¢a odabrana je s ciljem maksimalne ekstrakcije
bioaktivnih jedinjenja iz preparata ¢uvarkuce i meda. Dodavanje usitnjenih svezih listova cuvarkuce
dovelo je do promene konzistencije meda, ¢ineci Citav preparat tecnim zbog visokog sadrzaja vode
iz listova. Zbog toga je odabran i postupak ekstrakcije bez rastvaraa. Ovaj pristup pripreme
ekstrakata omogucéava ispitivanje promena koje se deSavaju tokom procesa maceracije, §to je
relevantno s obzirom na to da se preparat u takvom obliku koristi u tradicionalnoj medicini. Buduci
da se preporucuje upotreba ovog preparata u okviru mesec dana od pripreme, ekstrakti su pripremani
tokom pet nedelja kako bi bila ispitana stabilnost preparata tokom vremena.

Prema naSem saznanju, u raspoloZivoj literaturi nema podataka o karakterizaciji meSavine
¢uvarkuce i meda. U okviru izrade ove doktorske disertacije, ovaj preparat je prvi put okarakterisan i
ispitana je njegova bioloSka aktivnost. S obzirom na Siroku upotrebu Cuvarkuce u tradicionalnoj
medicini, vazno je razumeti njene interakcije sa medom, kako bi se bolje razumela potencijalna
sinergija u bioloskoj aktivnosti kao i mogucnosti primene ovog preparata.

4.1. Fitohemijska karakterizacija
4.1.1. Sadrzaj vlage u uzorcima listova ¢uvarkuce

Biljke 1z porodice Crassulaceae razvile su so¢ne i mesnate listove kako bi se prilagodile uslovima
sredine u kojoj zive. Mediteran, kao njihovo prirodno staniSe sa kojeg poticu, i rast na kamenitim
podlogama sa ograni¢enom dostupno$c¢u vode uticali su na razvijanje karakteristicnih sukulentnih
listova koji sluze kao rezervoari vode. Listovi cuvarkuce mogu se koristiti svezi ili osuSeni ili se moze
iscediti sok iz njih. Svezi listovi i sok se moraju iskoristiti odmah ili u §to kraCem vremenskom
periodu, s obzirom na to da veliki sadrzaj vode moze brzo da dovede do propadanja i truljenja biljnog
materijala. S druge strane, osusenim listovima produzen je rok trajanja.

Postoji veliki broj tradicionalnih i savremenih metoda suSenja biljnog materijala. NajceSca
metoda koja se koristi za o€uvanje biljnog materijala je suSenje u suSnici na umerenoj temperaturi od
40 — 60 °C [119]. Temperatura moze znacajno da utice na ocuvanje jedinjenja prisutnih u uzorcima.
Povecanje temperature moze dovesti do gubitka lako—isparljivih jedinjenja, ali moze prouzrokovati i
potencijalnu degradaciju ostalih prisutnih jedinjenja, Sto se odrazava na smanjenje bioaktivnog
potencijala biljnog materijala [120, 121]. U prethodnim istrazivanjima, listovi ¢uvarkucée za analizu
osuseni su do konstante mase na temperaturi od 40 °C bez navodenja podataka o sadrzaju vlage [64,
122]. U okviru ovog ispitivanja, listovi ¢uvarkuc¢e osuseni su do konstantne mase u dehidratoru za
hranu na temperaturi od 40 °C u trajanju od 72 h. Masa osusenih listova prac¢ena je na svakih 12 h
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kako bi se optimizovao proces susenja i kako bi se dobile informacije o potrebnom vremenu suSenja
ovog biljnog materijala.
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Slika 13. Uticaj duzine susenja listova ¢uvarkuce na sadrzaj vlage

Sa grafika (Slika 13) se uocava da se najveci gubitak vlage iz listova ¢uvarkuée tokom susenja
na 40 °C dogada u prvih 24 sata. lako su listovi ¢uvarkuce bogati vodom, njihova masa se ustalila
ve¢ nakon 48 sati suSenja. Nakon 72 sata suSenja, sadrzaj vlage u listovima iznosio je izmedu 86,9 —
94,3%. Najnizi sadrzaj vlage zabeleZen je u uzorku 20 (86,9%), kao i u uzorcima 18 i 19 (87,4% i
88,4%). Ostali uzorci imaju sadrzaj vlage vec¢i od 90%, pri Cemu uzorak 4 ima najveci sadrzaj vlage
(94,3%). Jedini dostupni podatak u literaturi navodi da listovi Cuvarkuce vrste Sempervivum
marmoreum, osuseni do konstantne mase na temperaturi od 105 °C, sadrze 88,1% vlage [67].
Rezultati dobijeni za sadrzaj vlage u listovima osusenim do konstantne mase na 40 °C u saglasnosti
su sa prethodno objavljenim podatkom. S obzirom na visok sadrzaj vlage, listove cuvarkuce potrebno
je Cuvati na nacin koji spre¢ava propadanje biljnog materijala, gubitak bioaktivnih svojstava i razvoj
mikroorganizama. Preporucuje se suSenje listova na niskim temperaturama, do 40 °C, ili liofilizacija,
¢ime se smanjuje sadrzaj vlage, sprecava degradacija i odrzava aktivnost prisutnih jedinjenja. Nakon
suSenja, listove je najbolje skladistiti u hermeticki zatvorenim posudama, na suvom, tamnom i
hladnom mestu.

4.1.2. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnog sadrzaja fenola
Osuseni listovi ¢uvarkuée

Fenoli i njihovi derivati su najzastupljeniji sekundarni metaboliti u biljkama [123]. Odredivanje
ukupnog sadrzaja fenola je od velikog znacaja jer se njihovo prisustvo u biljkama povezuje sa
ispoljavanjem bioloske aktivnosti poput antioksidativne, antimikrobne, antidijabetske,
antiinflamatorne, kardioprotektivne, neuroprotektivne, itd. [123-125]. Dobijeni rezultati za ukupan
sadrzaj fenola prikazani su graficki na Slici 14 i u Tabeli P1.
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Ukupan sadrzaj fenola (TPC)
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Slika 14. Ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja u ekstraktima ¢uvarkuce (g GAE/kg SM)

Ukupan sadrzaj fenola u 70% etanolnim ekstraktima osusenih listova ¢uvarkuce varira u rasponu
3,46 — 20,54 g GAE/kg SM. Sa grafika se uocava da je najvisa TPC vrednost odredena u ekstraktima
12 i 20, dok najnizu TPC vrednost ima ekstrakt 8 (Slika 14). Prose¢na vrednost TPC iznosi 9,19 g
GAE/kg SM i niza je u odnosu na vrednosti koje su dobijene u drugim studijama. U prethodnom
istrazivanju Rovc¢anina (Rov¢anin) i saradnika, TPC u 70% etanolnom ekstraktu listova cuvarkuce
koji su prethodno osuseni na 25-28 °C iznosio je 16,0 mg GAE/g ekstrakta [50]. Knez Marevci i
saradnici su ispitali TPC u ekstraktima liofilizovanih listova ¢uvarkuce iz Slovenije, kao i u
ekstraktima listova ¢uvarkuce iz Kine osuSenih na vazduhu. Koriste¢i razli¢ite tehnike ekstrakcije i
rastvarace, zakljucili su da je najve¢i TPC od 50,66 mg GAE/g materijala dobijen u ekstraktima
liofilizovanih listova ¢uvarkucée koji su pripremljeni ultrazvuénom ekstrakcijom sa 50% etanolom.
Nasuprot tome, TPC osusenih listova ¢uvarkuce iz Kine bio je nizi i iznosio je 18,24 mg GAE/g
materijala. Razlike u vrednostima TPC mogu se pripisati razli¢itim klimatskim uslovima uzgajanja
biljaka, razli¢itim metodama suSenja biljnog materijala, kao i postupcima ekstrakcije i izboru
rastvaraca koji je koris¢en za ekstrakciju [65]. Takode, primeéeno je da dodavanje vode organskim
rastvara¢ima povecava polarnost sistema, Sto pozitivno utic¢e na efikasnost ekstrakcije [64].

Preparati ¢uvarkude i meda, sveZi listovi cuvarkude i ¢ist med

Prilikom pripreme preparata s medom, dodavanjem svezih listova ¢uvarku¢e u med unosi se velika
koli¢ina vode koja je prisutna u listovima (oko 90%). Da bi bio okarakterisan preparat ¢uvarkuce i
meda (¢+m) i ispitao uticaj meSanja ove dve komponente, odreden je TPC. Rezultati su prikazani
graficki na Slici 15 kao i u Tabeli P2.
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160.00 [ 150.00 -
120.00
ol
é £ 100.00
5] 80.00 ﬁ
: :
g g2 5000
40.00
0.00 0.00
Bl B2 B3 L1 L2 L3 C Bl B2 B3 L1 L2 L3 C
Bagremov med Livadski med Cuvarknéa Bagremov med Livadski med Cuvarkuéa
mCistmed ®&tml W&mI = &mIl =&HmMIV E&mV mCistmed m&mI =&mV
a b

Slika 15. Ukupan sadrzaj fenola odreden u ekstraktima preparata pripremljenih sa zakiSeljenom
vodom (I-V nedelja) (a) i u ekstraktima preparata pripremljenim bez rastvaraca (11 V nedelja) (b)
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TPC za tri uzorka bagremovog meda B1, B2 i B3 iznosio je 53,44 mg GAE/kg, 32,89 mg GAE/kg
i 24,97 mg GAE/Kkg, redom, sa prosecnom vredno$c¢u od 37,10 mg GAE/kg. Bertoncelj i saradnici su
dobili sliéne vrednosti TPC za bagremov med u rasponu od 25,7 — 67,9 mg GAE/kg [126]. Sli¢no
tome, Krpan i saradnici su kvantifikovali TPC u bagremovom medu iz Hrvatske u vrednosti 31,72—
80,11 mg GAE/Kkg [127]. Vrednosti TPC za livadski med iznosile su 41,24 mg GAE/kg (L1), 53,69
mg GAE/kg (L2) i 154,17 mg GAE/kg (L3), sa prose¢nom vredno$¢u od 83,03 mg GAE/kg.
Dobijene vrednosti za prva dva uzorka livadskog meda su nize od onih koje se mogu nacéi u literaturi,

dok je vrednost TPC za tre¢i uzorak livadskog meda u skladu sa prethodno objavljenim rezultatima
[126, 128, 129].

Ukupan sadrzaj fenola u ekstraktu svezih listova ¢uvarkuée koji je pripremljen sa zakiSeljenom
vodom iznosi 159,87 mg GAE/kg, dok je u ekstraktu koji je pripremljen bez dodatka rastvaraca
149,12 mg GAE/Kg. S obzirom da ne postoji velika razlika u vrednostima TPC u zavisnosti od
upotrebljenog rastvaraca za ekstrakciju, kori§¢enje zakiSeljene vode nije imalo uticaja na poveéanje
koli¢ine ekstrahovanih jedinjenja, a samim tim ni na povecanje TPC. U poredenju sa TPC
vrednostima dobijenim za ekstrakte osusSenih listova ¢uvarkuce, pripremljenih uz upotrebu 70%
etanola, vrednosti TPC svezih listova ¢uvarkuce su znatno nize. Ove razlike ukazuju na to da TPC
zavisi od stanja biljnog materijala (suv ili svez) i izbora ekstrakcionog sredstva. Kod svezih listova
cuvarkuce, zakiSeljena voda je koriS¢ena kako bi se ekstrakti pripremili na isti na¢in kao 1 preparati
Cuvarkuce 1 meda, §to je omogucilo direktno pracenje uticaja ovih proizvoda na vrednosti TPC pod
istim eksperimentalnim uslovima. Prema podacima iz literature, TPC ekstrakta svezih listova
¢uvarkuce koji je pripremljen sa metanolom iznosi 0,59 mg GAE/g svezeg biljnog materijala [67].
Vrednosti TPC dobijene za ispitane uzorke svezih listova su niZe u odnosu na literaturni podatak.

Dodavanje svezih listova cuvarkuc¢e u med dovelo je do poveéanja TPC u poredenju sa ¢istim medom,
uprkos visokom sadrzaju vode u preparatu. Vrednosti za TPC ostale su relativno konstantne tokom
pet nedelja ispitivanja preparata, $to ukazuje na stabilnost preparata u periodu predvidenom za
njegovu upotrebu. Ekstrakti preparata sa bagremovim medom, bez obzira na primenjeni metod
ekstrakcije, imali su ve¢i TPC u poredenju sa Cistim bagremovim medom. Nasuprot tome, ekstrakiti
preparata sa livadskim medom L3 imaju nizi TPC u poredenju sa ¢istim medom L3, dok su ekstrakti
preparata sa preostala dva livadska meda imali ve¢e vrednosti TPC—a u odnosu na svoje odgovarajuce
Ciste medove (Slika 15a, Tabela P2). Dobijeni rezultati ukazuju da izbor ekstrakcionog sredstva
nema presudnu ulogu u povecanju koncentracije ekstrahovanih fenolnih jedinjenja u ovim
specifi¢nim preparatima. Ekstrakti koji su pripremljeni bez rastvaraca reflektuju tradicionalan nacin
pripreme i primene preparata, omoguc¢avajuci pracenje promena u preparatu tokom vremena i procenu
stabilnosti preparata. Ovaj pristup olakSava posmatranje potencijalnih degradacija ili promene u
bioaktivnim komponentama, pruZajuc¢i uvid u dugoro¢nu stabilnost 1 efikasnost preparata u uslovima
koji imitiraju tradicionalnu upotrebu.

4.1.3. ldentifikacija fenolnih jedinjenja

Fenolna jedinjenja su identifikovana u svih dvadeset etanolnih ekstrakta osusenih listova
cuvarkuce primenom UPLC-LTQ OrbiTrap masene spektrometrije. Identifikovano je ukupno 38
fenolnih jedinjenja ukljucujuci osam fenolnih aglikona, 25 glikozida fenola, jedna slobodna fenolna
kiselina i tri derivata fenolnih kiselina, kao i jedan derivat dihidrohalkona. Identifikovana fenolna
jedinjenja su navedena u Tabeli 3 sa retencionim vremenom (tr), molekulskom formulom, tacnom i
izraCunatom masom, greskom (A ppm) kao i glavnim jonima koji nastaju fragmentacijom jedinjenja.

Identifikacija fenolnih aglikona

Identifikovane su tri grupe flavonoida ukljucujuéi tri flavan-3-ola, Cetiri flavonola i jedan
flavanon. U ekstraktima osusenih listova ¢uvarkuce (epi)galokatehin i (epi)galokatehin—galat (2 i 8)
koji pripadaju grupi flavan-3-ola su identifikovani i prilikom ranijih istrazivanja [42]. S druge strane,
prvi put je identifikovan prodelfinidin—galat B tipa (10) [M—H]™ na m/z 761 i na osnovu MS/MS
fragmenata na m/z 609 i 305 sto je uslovno potvrdeno podacima iz literature [130, 131]. Na osnovu
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masenih spektara identifikovana su cetiri flavonola — miricetin, kempferol, kvercetin i izoramnetin
(30, 35, 36 i 38), kao i jedan flavanon — naringenin (37). U ranije objavljenim rezultatima
identifikacije fenolnih jedinjenja kod razli¢itih vrsta roda Sempervivum spp. nije potvrdeno prisustvo
slobodnih flavonoidnih aglikona osim izoramnetina (38) sa molekulskim jonom na m/z 315 [42].
Identifikovani flavonoli razlikuju se u broju i polozaju hidroksilnih grupa na C3 i C5 atomima
ugljenika. Molekuli miricetina ([M—H]™ na m/z 317), kempferola ([M—H] na m/z 285) i kvercetina
(IM—H]" na m/z 301) fragmentacijom daju MS/MS fragment na m/z 151. Naringenin (37) je
identifikovan u ekstraktima na osnovu molekulskog jona [M-H]™ na m/z 271 i karakteristi¢nih
MS/MS fragmenata na m/z 151, 107 i 65.

Identifikacija fenolnih glikozida

Na osnovu masenih spektara identifikovano je prisustvo flavonolnih glikozida kempferola (15),
kvercetina (6) i miricetina (3), kao i flavanon glikozid eriodiktiola (1). Poredenjem literaturnih
podataka sa podacima predstavljenim u Tabeli 3 uocava se da je dvanaest glikozida koji su
identifikovani u svrhu ovog ispitivanja prethodno ve¢ identifikovano u ekstraktima ¢uvarku¢e medu
kojima su: kvercetin 3-O—(2-ramnozil)-heksozid—7—O-ramnozid (6), kempferol 3-O—(2-
ramnozil)-heksozid-7-O-ramnozid (12), kvercetin 3-O-heksozid—-7-O-ramnozid (13), kvercetin 3—
O-heksozid 1 (14), miricetin 3—-O—heksozid (15), kempferol 3—O—(2'-ramnozil)—pentozid-7-O-
ramnozid (16), kempferol 3-O-heksozid-7-O-ramnozid (17), kvercetin 3—O-heksozid 2 (19),
kempferol 3-O—(6-ramnozil)-heksozid—7—O-ramnozid (20), kempferol 3-O—(2'-ramnozil)-
heksozid (22), kempferol 3-O-(2'-pentozil)-ramnozid—7-O-ramnozid (24) i kempferol 3-O-
heksozid (27) [5, 32, 42, 60, 62].

Kempferol 3-O-ramnozil-heksozid-7-O-ramnozid (12) sa [M-H]  jonom na m/z 739 je
potvrden na osnovu MS/MS fragmentnih jona na m/z 593 (-146 Da, gubitak ramnozil grupe) i 285 (-
308 Da, gubitak ramnozil-heksozil grupe) [5, 32, 60]. U literaturi se navodi da kod 3,7-di-O-
glikozida prvo dolazi do fragmentacije Se¢erne komponente koja je vezana preko 7-OH grupe za
molekul aglikona, a zatim se deSava i fragmentacija jedinice koja je vezana za 3—OH grupu [132].
Istim redosledom dolazi do fragmentacije i u identifikovanom jedinjenju. U ranije ispitanim
ekstraktima ¢uvarkuce identifikovano je samo jedno jedinjenje sa molekulskim jonom na m/z 739,
medutim, nasa studija je potvrdila prisustvo dva sli¢na jedinjenja koja se razlikuju prema poloZaju -
OH grupe preko koje ramnozil ostatak ostvaruje vezu sa molekulom heksoze za koju je vezan:
kempferol 3-O—(2'-ramnozil)-heksozid—7—O-ramnozid (12) ili kempferol 3-O—(6'-ramnozil)-
heksozid—-7—O-ramnozid (20).

Identifikacija kvercetin 3—-O—heksozida je zasnovana na literaturnim podacima [60, 32]. U Tabeli
3 se moze videti da su identifikovana dva izomerna jedinjenja sa [M—H]™ na m/z 463 (14 i 19).

Fragmentacijom kvercetin 3—-O-heksozida formira se MS? jon na m/z 301, $to ukazuje da je doslo do
gubitka heksozil grupe (-162 Da) i potvrdeno je prisustvo kvercetina kao aglikona.
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Tabela 3. Karakterizacija fenolnih jedinjenja identifikovanih u listovima ¢uvarkuce primenom UPLC-LTQ OrbiTrap MS

Br. Jedinjenje tr, Molekulska Taé¢na Izratunata  Gre§ka, MS?Fragmenti, MS? Fragmenti, MS* Fragmenti, Ekstrakti u
min  formula, masa, masa, Appm (% osnovnog pika) (% osnovnog pika) (% osnovnog pika) :(doejr:rt?gligvana
[M-HJ [M-H]- [M-H]- jedinjenja
1 Galoil heksoza 1,08 CisHisOo-  331,06707 331,06703 0,13 125(4), 169(100), 125(100) 53(12), 68(24), 81(100),  1-7,9-18, 20
170(4) 97(72), 107(36)
2 (Epi)galokatehin 218 CisHi3O7 30506668 30506646 0,69 125(30), 137(23), 107(1), 109(3), 135(24), 92(2), 108(3), 120(100),  1-7,9-20
165(30), 179(100), 137(18), 151(44), 123(3), 131(1), 136(5),
219(61), 221(72), 161(1), 164(100) 164(3)
261(45)
3 Kofeinskakiselina 3,09  CoH7O4 179,03498 179,03556  -3,23 89(2), 133(3), 134(1),  79(8), 91(80), 93(9), 1-18, 20
135(100), 136(6), 106(22), 107(100),
143(2), 161(2) 121(6), 135(19)
4 Kvercetin 3-(p— 322  CaHzOu  609,12498 609,12419 1,30 195(10), 255(27), 166(15), 167(11), 4-6,9,11, 13, 18,
kumaroil)-heksozid 271(26), 300(100), 227(7), 254(13), 19
301(23), 445(11), 255(100), 271(81),
581(9) 272(94)
5  Miricetin3-0-(2— 3,27  CaHwOa~  771,19893 771,19962  -0,89 316(2), 317(2), 445(3),  271(28), 287(13), 166(9), 244(8), 244(11),  1-20
ramnozil)-heksozid— 462(2), 625(100), 316(100), 317(16), 270(81), 271(89),
7-O-ramnozid 626(51), 627(4) 359(9), 505(17), 287(100), 288(16)
607(17)
6  Kvercetin3-O-(2— 3,52  CaHwOz~ 75520402 75520447  -0,60 609(100), 610(10) 195(11), 255(25), 166(20), 228(7), 254(5),  1-20
ramnozil)-heksozid— 271(26), 300(100), 255(100), 256(5),
7-O-ramnozid 301(26), 445(18), 271(80), 272(63)
581(14)
7 Feruloil heksoza 371 CisHwOs 35510346 35510352  -0,19 173(20), 191(11), 134(73), 149(100), 134(100) 1-20
193(100), 194(9), 178(74)
316(4), 317(3), 318(4)
8  (Epi)galokatehin— 3,74 CxpHiOu~  457,07764 457,07792  -0,62 169(100), 193(9), 125(100) 1-7,9-20
galat 269(5), 275(3), 287(7),
305(23), 331(41)
9 Eriodiktiol 7-O- 380 CauHxuO1u~  449,10894 449,10924  -0,68 259(43), 260(6), 125(3), 180(1), 199(1),  125(54), 151(16), 1-20
heksozid 269(40), 270(6), 201(6), 243(17), 165(12), 172(16),
287(100), 288(12), 259(100), 269(5) 173(29), 215(100),
431(4) 241(21)
10  Prodelfinidin-galatB 3,81 CwHxO1  761,13594 761,13657  -0,84  423(98), 424(16), 303(8), 305(100), 125(25), 137(27), 1-7,9-20

tipa

441(43), 465(21),
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431(12), 431(36),
432(8), 447(100),
448(18)

284(3), 285(12),
417(100), 418(16),
430(53), 431(31),
432(3)

151(1), 179(1), 299(1),
300(35), 301(100),
302(10), 343(1)

285(40), 286(4),
431(36), 432(7),
593(100), 594(22),
619(5)

229(2), 257(2), 284(2),
285(100), 286(9)
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483(41), 565(4),
591(35)

287(4), 315(100)

255(28), 257(5),
284(100), 285(33),
327(8), 429(43),
447(10)

195(2), 255(12),
271(11), 272(8),
300(100), 301(37),
313(3)

166(3), 200(2), 227(1),
243(3), 255(100),
271(76), 272(77)

151(6), 179(16), 242(6),
270(31), 271(100),
287(36), 288(9)

227(2), 255(16), 257(2),
284(100), 285(15),
399(17), 417(3)

151(4), 227(3), 255(19),
284(100), 285(23),
299(3), 327(17)

151(2), 227(1), 255(10),
284(100), 285(21),
327(12), 357(1)

151(83), 179(100),
229(6), 256(7), 257(13),
272(9), 273(16)

229(2), 257(3), 267(1),
285(100), 431(1)

197(20), 213(25),
229(48), 239(16),

219(70), 221(65),
261(25)

215(2), 231(2), 243(15),
259(17), 271(37),
287(100), 297(3)

227(8), 255(100),
256(11)

166(2), 200(3), 227(3),
254(15), 255(100),
271(88), 272(80)

157(1), 183(2), 211(2),
213(2), 227(100), 255(4)

199(9), 203(3), 215(12),
227(29), 229(5),
243(100), 271(12)

227(8), 239(2), 255(100),

256(10)

227(15), 255(100),
256(19)

227(13), 239(1),
255(100), 256(19)

107(1), 151(100)

151(30), 213(24),
229(53), 239(20),
241(37), 257(100),
267(35)

163(68), 185(20),
187(19), 211(13),

1-20

1-20

1-20

1-20

1-20

1-20

1-20

1-20

1-20

1-20

1-7,9-20
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22 Kempferol 3-O—-(2'-
ramnozil)-heksozid

23 Floretin 3',5'-C—di—
heksozid

24 Kempferol 3-O—(2'-
pentozil)-ramnozid—
7—O-ramnozid

25  Kempferol 3-O—
ramnozid-7-0-
pentozid

26 Kempferol 3-O—(6'-
galoil)-heksozid

27  Kempferol 3-O—
heksozid

28  Kempferol 3-O—(2-
ramnozil)—pentozid

29  Kempferol 3-O—
pentozid

30 Miricetin

31  Kempferol 3-O—(6'-
acetil)-heksozid

4,79

4,85

4,85

4,92

4,97

5,10

5,22

5,32

5,34

5,38

Ca27H29015~

C27H33015~

C32H37018~

Ca26H27014~

C28H23015~

C21H19011~

C26H27014~

C20H17010”

C15HoOg™

C23H21012~

593,15119

597,18249

709,19854

563,14063

599,10424

447,09329

563,14063

417,08272

317,03029

489,10385

593,15194

597,18313

709,19943

563,14148

599,10563

447,09340

563,14127

417,08296

317,03055

489,10409

-1,25

-1,07

-1,25

-1,52

-2,31

-0,26

-1,13

-0,57

-0,81

-0,48

255(26), 284(100),
285(51), 429(40),
430(11), 431(17),
447(46)

357(96), 358(18),
387(72), 417(25),
459(19), 477(100),
478(20)

563(100), 564(23)

284(12), 285(13),
413(4), 417(12), 430(5),
431(100), 432(19)

285(56), 313(100),
357(49), 387(34),
447(72), 448(18),
477(72)

227(3), 255(14), 256(4),
284(100), 285(89),
286(8), 327(10)

255(22), 256(5),
284(100), 285(39),
286(5), 399(22), 400(6)

173(7), 179(42), 225(8),
255(10), 284(100),
285(58), 327(8)

137(8), 151(40),
179(100), 180(8),
192(12), 193(9), 287(6)

255(4), 283(4), 284(13),
285(100), 286(8),
445(3), 470(3)
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241(30), 257(100),
267(40)

227(9), 255(100),
256(14), 257(1), 285(1)

315(3), 357(100),
369(2), 387(39), 417(1),
459(8)

227(4), 255(20), 283(4),
284(100), 285(32),
413(25), 431(9)

285(100)

125(9), 151(4),
169(100), 211(5),
223(6), 241(15), 253(5)

227(13), 255(100),
256(17)

227(9), 255(100),
256(10)

227(13), 255(100),
256(19)

107(1), 151(100),
169(1)

163(19), 213(33),
229(67), 241(31),
256(23), 257(100),
267(36)

213(25), 229(100),
239(45)

167(5), 183(6), 187(20),
211(100), 213(29),
227(64), 255(34)

123(4), 167(9), 189(6),

207(6), 209(100), 229(7),

251(15)

227(7), 255(100), 256(9)

169(57), 185(57),
213(77), 229(42),
243(83), 257(100),
285(92)

107(2), 125(100)

167(3), 183(4), 210(7),
211(54), 213(3),
227(100), 255(12)

167(16), 183(17),
187(16), 211(96),
213(43), 227(100),
255(48)

167(4), 183(9), 187(1),
211(61), 213(2),
227(100), 255(16)

63(7), 65(2), 83(18),
107(100)

163(44), 187(15),
189(21), 213(37),
229(100), 239(38),
257(18)

1-20

1-20

1-20

1-20

1-7,9-20

1-20

1-20

1-20

1-20

1-20
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32

33

34

35

36

37

38

Kempferol 3-0-
ramnozid

p—Kumarinska
kiselina
Kvercetin 7-O—
ramnozid

Kempferol

Kvercetin

Naringenin

Izoramnetin

5,59

5,64

5,92

6,20

6,20

6,82

7,12

C21H19010~

CoH703~

C21H19011~

C15H9O6~

C15HoO7~

C1sH1105~

Ci16H1107~

431,09837

163,04007

447,09329

285,04046

301,03538

271,06120

315,05103

431,09849

163,04037

447,09351

285,04061

301,03543

271,06155

315,05115

-0,27

-1,88

-0,51

-0,50

-0,16

-1,29

-0,41

205(8), 249(17), 251(6),

284(46), 285(100),
286(14), 385(7)

91(61), 99(14), 115(10),

119(100), 120(13),
128(17), 143(9)

299(2), 301(100),
302(6)

107(9), 151(100),

169(1), 199(2), 213(10),

241(29), 257(34)

107(6), 151(82),
179(100), 180(8),
193(6), 257(13),
273(16)

107(9), 119(6),
151(100), 152(8),
177(27), 225(9), 227(5)

173(4), 211(2), 229(2),
267(2), 300(100),
301(15), 302(3)

163(22), 213(30),
229(66), 241(23),
256(60), 257(100),
267(58)

91(28), 101(100)

201(33), 211(51),
229(100), 239(52),
255(67), 283(33),
301(31)

63(4), 65(4), 83(11),
107(100)

107(2), 151(100),
169(1)

65(6), 83(6), 107(100),
109(3)

151(100), 227(42),
244(20), 255(49),
271(92), 272(77),
283(37)

163(100), 185(65),
187(21), 211(31),
213(40), 229(74),
239(33)

136(17), 157(28),
159(22), 185(36),
187(13), 201(100),
211(23)

63(4), 65(3), 83(19),
107(100)

51(1), 63(12), 65(100)

63(2), 65(5), 83(10),
107(100), 109(3)

1-20

1-7,9-17,19, 20

1-20

2,3,6-11, 16, 17,
20

1-20

1-20

1-7,9-18, 20
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Kempferol 3-O—heksozid (27) sa [M—H] na m/z 447 i MS/MS fragmentnim jonima na m/z 285
(-162 Da, gubitak heksozil ostatka), 255 i 227 je identifikovan u ispitanim ekstraktima listova
Cuvarkuce kao i u prethodno publikovanim istrazivanjima [5, 32, 60, 62]. Pored ovog glikozida
kempferola (27) prvi put je identifikovan kvercetin 7-O-ramnozid (34) sa istim molekulskim jonom
na m/z 447 i fragmentnim jonima na m/z 301 (-146 Da, gubitak ramnozil ostatka), 229 i 201.

Dva derivata kempferola sa [M—H] na m/z 593 su identifikovana u ekstraktima listova ¢uvarkuce
kao kempferol 3-O-heksozid-7-O-ramnozid (17) i kempferol 3-O-(2'-ramnozil)-heksozid (22).
Jedinjenje 17 fragmentacijom generise MS? jon na m/z 447 (-146 Da, gubitak ramnozil ostatka) i MS®
jon na m/z 284 (-162 Da, gubitak heksozil ostatka) [5, 32]. Jedinjenje 22 nakon fragmentacije
ramnozil-heksozil ostatka (-308 Da) formira MS? jon na m/z 284 [42, 60, 62]. Oba ova jedinjenja su
prethodno identifikovana u ekstraktima c¢uvarkuce ali ne u okviru istih publikacija.

Triglikozidi kempferol 3—O—(2'-ramnozil)—pentozid—7—-O-ramnozid (16) i kempferol 3-O—(2'-
pentozil)-ramnozid—7-O—ramnozid (24) imaju isti molekulski jon na m/z 709, a fragmentacijom daju
karakteristi¢ne fragmente: MS? na m/z 563 (-146 Da, gubitak ramnozil ostatka) i MS® na m/z 284 (-
279 Da, gubitak pentozil-ramnozil ostatka) sto je u skladu sa ve¢ publikovanim podacima [32]. Kako
je ranije pomenuto, prvo dolazi do odvajanja ramnozil grupe koja je za molekul kempferola vezana
preko 7-OH grupe [132]. Jedinjenja nastala nakon prve fragmentacije koja predstavljaju MS? bazni
pik, mogu da imaju razli¢iti put dalje MS? fragmentacije preostalih vezanih $e¢ernih komponenti kao
Sto je prikazano na Slici 16. U zavisnosti od toga da li se prvo odvaja ramnozil ili pentozil ostatak sa
MS? baznog pika, formiraée se dva nova ali razli¢ita MS? fragmenta na m/z 417 i 431 za jedinjenja
16 1 24, redom. Jedinjenja sa slicnim masenim spektrima su ranije identifikovana [5, 32].

Jedinjenja 4, 13 i 21 imaju ta¢nu masu molekulskog jona [M—H]™ na m/z 609. Jedinjenja 4 i 13
fragmentacijom daju jon na m/z 300 karakteristi¢an za kvercetin, dok se fragmentacijom jedinjenja
21 dobija MS/MS fragmentni jon na m/z 285 karakteristican za kempferol. Jedinjenje 4 identifikovano
je kao kvercetin 3—(p—kumaroil)-heksozid jer karakteristi¢ni jon na m/z 300 nastaje gubitkom p-
kumaroil-heksozil grupe (-309 Da). Fragmentacijom kvercetin 3—O-heksozid-7-O-ramnozida (13)
formiraju se MS? karakteristi¢ni joni na m/z 463 (-146 Da) i 300 (-163 Da) $to ukazuje na gubitak
deoksiheksozil i heksozil ostatka, redom [5, 32]. Derivat kempferola (21) formira MS? fragment na
m/z 285 nakon gubitka heksozil-heksozil jedinice (-324 Da) na osnovu ¢ega se zakljucuje da je ovo
jedinjenje kempferol 3—-O—(6'-heksozil)-heksozid. Jedinjenja 4 i 21 prvi put su identifikovana u
ekstraktima ¢uvarkuce u okviru ovog ispitivanja.

U ekstraktima ¢uvarkuce prvi put su identifikovana tri derivata kempferola (18, 25 i 28) jednake
mase molekulskog jona [M—H]™ na m/z 563. Jedinjenja 18 i 25 se razlikuju po tome koja Secerna
jedinica je vezana za dve hidroksilne grupe aglikona kempferola na polozajima 3 i 7, u ovom slucaju
pentoza ili ramnoza. Fragmentacijom nastaje MS? jon na m/z 447 u slu¢aju jedinjenja 18 $to ukazuje
na gubitak ramnozil jedinice (-146 Da), dok kod jedinjenja 25 fragmentacijom pentozil ostatka (-132
Da) nastaje MS? jon na m/z 431. Formiranje navedenih glavnih fragmentnih MS? jona na m/z 447 i
431 potvrduje Cinjenicu da kod oba jedinjenja (18 i 25) prvo dolazi do fragmentacije Secerne
komponente koja je vezana za aglikon preko 7-OH grupe [132]. Jedinjenja identifikovana kao
kempferol 3-O-pentozid—7-O-ramnozid (18) i kempferol 3-O-ramnozid-7-O—pentozid (25)
daljom fragmentacijom gube pentozil jedinicu (-133 Da) i ramnozil jedinicu (-146 Da), redom, pri
¢emu kod oba jedinjenja nastaje MS® jon na m/z 285 koji ukazuje da su identifikovana jedinjenja
derivati kempferola. Fragmentacijom jedinjenja 28 dobija se MS? fragmentni jon na m/z 284 sto
ukazuje na gubitak ramnozil-pentozil jedinice (-279 Da) sa molekula kempferola, te je ovo jedinjenje
identifikovano kao kempferol 3—-O—(2'-ramnozil)—pentozid.
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Slika 16. MS/MS fragmentacija kempferol 3—-O—(2'-—ramnozil)—pentozid—7-O—ramnozida (16) (a) i
kempferol 3—-O—(2'-pentozil)-ramnozid-7—-O-ramnozida (24) (b)

Jedinjenje sa molekulskim jonom na m/z 599 koje fragmentacijom daje jone na m/z 313 [M-H-
286]7, 169 i 125 okarakterisano je kao kempferol 3—O—(6'—galoil)-heksozid (26). Kempferol 3-O—
(6'-acetil)-heksozid (31) okarakterisan je na osnovu molekulskog jona na m/z 489 Koji
fragmentacijom daje jone na m/z 285 [M—H-204]", 257 i 229. Oba ova jedinjenja (26 i 31) uslovno
su okarakterisana na osnovu podataka dobijenih fragmentacijom i ranije nisu identifikovana u
ekstraktima cuvarkuce.

Dva monoglikozida kempferola koja ranije nisu identifikovana kod ¢uvarkuce su kamferol 3—O-
pentozid (29) i kempferol 3—-O-ramnozid (32). Jedinjenje 29 sa molekulskim jonom na m/z 417
fragmentacijom daje MS? jon na m/z 284 $to odgovara gubitku pentoze. Molekulski jon na m/z 431
nakon gubitka ramnoze daje fragmentni jon na m/z 285 na osnovu ¢ega je identifikovano jedinjenje
32.

Jedinjenje 6 sa molekulskim jonom [M—H]™ na m/z 755 koji fragmentacijom daje MS/MS jone
na m/z 609 [M-H-146] i 300 [M-H-308]" nakon gubitka ramnozil i ramnozil-heksozil ostataka,
redom, identifikovano je kao kvercetin 3—-O—(2'-ramnozil)-heksozid—7—O-ramnozid. Prisustvo ovog
jedinjenja je ranije potvrdeno u ekstraktu ¢uvarkuce [5].
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Glikozid eriodiktiola (9) prvi put je identifikovan u ekstraktima ¢uvarkuée. Molekulski jon na
m/z 449 nakon gubitka heksoze daje fragmentni jon na m/z 287 §to odgovara molekulskoj masi
eriodiktiola. Jedinjenje je identifikovano kao eriodiktiol 7—O—heksozid.

Identifikovana su tri glikozida miricetina: miricetin 3-O—(2'-ramnozil)-heksozid—7-O—
ramnozid (5), miricetin 3-O—ramnozid—6—0-heksozid (11) i miricetin 3—-O—heksozid (15). Jedinjenja
51 11 su u okviru ove disertacije uslovno okarakterisana na osnovu jona koje daju fragmentacijom.
Miricetin 3—-O—(2'-ramnozil)—heksozid—7—O-ramnozid (5) daje molekulski jon [M—H] na m/z 771
koji daljom fragmentacijom daje jone MS? na m/z 625 (-146 Da, gubitak ramnozil jedinice) i MS® na
m/z 316 (-309, gubitak ramnozil-heksozil jedinice). Deprotonovani molekul [M—H]™ na m/z 625 daje
fragmentne jone MS? na m/z 462 [M—162—2H]™ nakon gubitka heksoze i MS® na m/z 315 [M—-146—
H]™ nakon gubitka ramnoze, na osnovu ¢ega je okarakterisan kao miricetin 3—-O-ramnozid—-6-O—
heksozid (11). Na osnovu [M—-H]™ jona na m/z 479 i jona koji nastaje fragmentacijom na m/z 316
(MS?) gubitkom heksoze (-162 Da) identifikovan je miricetin 3-O-heksozid (15). Prisustvo
jedinjenja 15 je potvrdeno u ekstraktu ¢uvarkuce tokom ranijih istrazivanja [32].

Identifikacija fenolnih kiselina i njihovih derivata

U ispitanim ekstraktima osusenih listova ¢uvarkuce identifikovan je samo jedan derivat galne
kiseline: galoil-heksoza (1). Gubitak heksozne jedinice (-162 Da) dovodi do stvaranja fragmenta MS?
baznog pika na m/z 169 koji odgovara galnoj kiselini. Prisustvo galoil-heksoze u ekstraktima
¢uvarkuce je ranije potvrdeno [32, 60]. Kofeinska kiselina (3) i p—kumarinska kiselina (33) kao
derivati hidroksicimetne kiseline identifikovani su u tragovima u ranijim ispitivanjima ¢uvarkuce S.
davisii [42]. Feruloil-heksoza (7) sa [M—H]™ na m/z 355 identifikovana je prvi put u ekstraktima
duvarkuée u okviru ovog ispitivanja. Nakon fragmentacije feruloil-heksoza daje jon MS? baznog pika
na m/z 134 koji pripada ferulinskoj kiselini.

Identifikacija derivata dihidrohalkona

Prvi put je u okviru ovog ispitivanja u ekstraktima listova ¢uvarkuce identifikovan derivat
dihidrohalkona. Floretin 3°,5°~C—di-heksozid (23) sa [M—H]~ na m/z 597 fragmentacijom daje MS?
bazni pik na m/z 477 i MS® bazni pik na m/z 357. Identifikacija je izvrSena na osnovu podataka iz
literature [133].

UPLC-LTQ OrbiTrap MS analizom utvrdeno je da su flavonoidi i njihovi glikozidi
najzastupljenija grupa jedinjenja u 70% etanolnim ekstraktima osuSenih listova cuvarkuce. Medu
njima dominiraju glikozidi kempferola, dok su glikozidi kvercetina manje zastupljeni, $to je u skladu
sa prethodno objavljenim istrazivanjima [32, 60, 134]. U okviru prvih istrazivanja listova ¢uvarkuce,
nakon kisele hidrolize kempferol je identifikovan kao jedini aglikon u ekstraktu [47]. Dodatno, prema
istrazivanjima koje su sproveli Alberti i saradnici, glikozidi kempferola su glavna bioaktivna
jedinjenja u ekstraktima ¢uvarkuée, dok su Sentjurc i saradnici objavili da su kempferol i njegovi
derivati glavne fenolne komponente ekstrakta [33, 60]. U okviru ovog istrazivanja po prvi put je U
ekstraktima listova ¢uvarkuce identifikovano prisustvo jedinjenja: 4, 5, 7, 9-11, 18, 20, 21, 23, 25,
26, 28-32, 34-37 (Tabela 3). Takode, u ispitanim ekstraktima identifikovano je $est flavonoidnih
triglikozida: 5, 6, 12, 16, 20 i 24 (Tabela 3), ¢ije je prisustvo od posebnog znacaja, s obzirom na to
da se ova jedinjenja retko nalaze u biljkama iz familije Crassulaceae [62].
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4.1.4. Kvantifikacija fenolnih jedinjenja

Odredivanje koncentracije fenolnih jedinjenja u 70% etanolnim ekstraktima osusenih listova
Cuvarku¢e uradeno je primenom UPLC-DAD MS/MS tehnike. Ova analiza podrazumeva
kvantifikaciju unapred definisanih fenolnih jedinjenja, koriste¢i odgovarajuce referentne standarde.
Kvantifikovano je ukupno 19 fenolnih jedinjenja od ¢ega Sest fenolnih kiselina (p—hidroksibenzoeva
kiselina— PHBA, neohlorogena kiselina— NCGA, kofeinska kiselina — CA, p—kumarinska kiselina —
PCOA, elaginska kiselina — ELA, ruzmarinska kiselina — RA), sedam aglikona flavonoida: tri
flavonola (kvercetin — QUE, kempferol — KAE, izoramnetin — IRH), dva flavanonola (taksifolin —
TAX i aromadendrin — AR), flavanon naringenin — NAN i flavon luteolin — LUT, tri glikozida
flavonoida (viteksin — VIT, astragalin — AST i izokvercetin — IQUE), dva derivata kumarina (eskulin
— AEN i eskuletin — AET) i dihidrohalkon florizin — PHL. Ukupan sadrzaj fenola i fenolnih kiselina
u svih dvadeset ekstrakata prikazan je na Slici 17, dok je sadrzaj svakog pojedinacnog fenolnog
jedinjenja prikazan u Tabeli P3.

Ukupan sadrzaj fenola (mg/kg) Ukupan sadrZaj fenolnih kiselina (mg/kg)
500.00 20.00
400.00
15.00 1 | R
300.00 |
| -
10.00 | ]
200.00 I l i B - I - - _
100.00 [l | B
M sa |
il - ' | H J 1
1 2 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 0.00 ._.u LI
1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
BAEN  mAET VIT IQUE mTAX ®WAST ®PHL
m PHBA NCGA CA PCOA mELA mRA
B AR ELUT ®QUE ®ENAN BKAE IRH
a b

Slika 17. Ukupan sadrzaj fenola (a) i ukupan sadrzaj fenolnih kiselina (b) kvantifikovanih primenom
UPLC-DAD MS/MS tehnike

U ekstraktima osusenih listova ¢uvarkuce najzastupljeniji fenoli su kempferol (KAE) i njegov
derivat kempferol 3—-O-glukozid, odnosno astragalin (AST) (Slika 17a). Nasuprot tome, kvercetin
(QUE) i njegov derivat kvercetin 3—-O—glukozid, odnosno izokvercetin (IQUE) su prisutni u manjoj
koli¢ini, Sto je u skladu sa ranije objavljenim rezultatima [32, 60, 67]. Medu kvantifikovanim
fenolnim kiselinama najzastupljenija je p—hidroksibenzoeva kiselina (PHBA), a zatim p—kumarinska
kiselina (PCOA) (Slika 17b). U svakom pojedina¢nom ekstraktu ukupan sadrzaj fenola je mnogo visi
od ukupnog sadrzaja fenolnih kiselina, osim u ekstraktu 8 gde nema velike razlike u njihovom
sadrzaju. Najvec¢i ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja kvantifikovan je u ekstrakatima 12 i 7 (470,96
mg/kg SM i 360,48 mg/kg SM, redom), pri ¢emu su KAE (261,96 mg/kg SM i 213,00 mg/kg SM,
redom) i AST (167,00 mg/kg SM i 102,37 mg/kg SM, redom) dominantna jedinjenja. Ukupan sadrzaj
fenolnih kiselina u ova dva ekstrakta iznosi 9,20 mg/kg SM i 8,38 mg/kg SM, redom, pri ¢emu je
PCOA najzastupljenija u oba ekstrakta (4,24 mg/kg SM i 3,18 mg/kg SM, redom). Ekstrakt 8 ima
najmanji ukupan sadrzaj svih fenolnih jedinjenja, u poredenju sa svim ostalim ekstraktima. U
ekstraktu 8 ukupno je kvantifikovano 14,08 mg/kg SM fenolnih jedinjenja i 7,87 mg/kg SM fenolnih
kiselina, sa najvecom zastupljenoS¢u AST (4,43 mg/kg SM) i PCOA (2,56 mg/kg SM). Najveci
ukupan sadrzaj fenolnih kiselina kvantifikovan je u ekstraktima 16, 10 i 3 sa vrednostima od 16,31
mg/kg SM, 16,11 mg/kg SM i 15,89 mg/kg SM, redom. Dominantna fenolna kiselina u ova tri
ekstrakta je PHBA (11,75 mg/kg SM, 8,76 mg/kg SM i 11,00 mg/kg SM, redom). Luteolin (LUT) je
kvantifikovan samo u ekstraktu 8 (0,46 mg/kg SM).

Najvec¢i ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja kvantifikovan je u ekstraktu 12, dok ovaj ekstrakt ima
1najvisi TPC. Suprotno tome, ekstrakt 8 ima najnizi ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja i najnizi TPC.
Kod ostalih ekstrakata zabelezene su varijacije izmedu rezultata dobijenih LC-MS i
spektrofotometrijskom metodom, $to moze biti posledica ¢injenice da su LC-MS metodom

kvantifikovani samo odredeni polifenoli ¢iji su standardi dostupni. Fenolna jedinjenja koja nisu
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kvantifikovana ovom metodom mogla su doprineti pozitivnoj reakciji sa FC reagensom, §to je dovelo
do visih TPC vrednosti. Ekstrakt 20 pokazuje najvisi TPC, iako je LC-MS analizom kvantifikovan
najmanji ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja. Dodatno, UPLC-LTQ OrbiTrap MS metodom
identifikovano je prisustvo velikog broja fenolnih jedinjenja u ekstraktima, od kojih su najbrojniji
glikozidi kempferola, a zatim i kvercetina. lako ova jedinjenja nisu mogla biti kvantifikovana zbog
nedostatka standarda, verovatno su dala zna¢ajan doprinos TPC vrednostima. Ovi rezultati ukazuju
na kompleksnost biljnih ekstrakata i vaznost kombinovanja razli¢itih analitickih pristupaka za
potpuniju karakterizaciju njihovih fenolnih profila.

PCA model za kvantifikovane fenole i fenolne kiseline sastoji se od Cetiri glavne komponente
koje opisuju 79,00% ukupne varijabilnosti medu podacima (PC1 — 32,48%, PC2 — 23,08%, PC3 —
12,81% i PC4 — 10.64%). Grafik skorova latentnih varijabli i grafik vektora latentnih varijabli
konstruisani su na osnovu prve dve glavne komponente PC1 i PC2 (Slika 18).
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Slika 18. Analiza glavnih komponenata na osnovu rezultata dobijenih kvantifikacijom fenola i
fenolnih kiselina u 70% etanolnim ekstraktima listova cuvarkuce: grafik skorova latentnih varijabli
(a), grafik vektora latentnih varijabli (b).

Na grafiku skorova latentnih varijabli (Slika 18a) najvece razdvajanje uocava se za ekstrakte 7,
81 12. Ekstrakt 12 se izdvaja u odnosu na druge ekstrakte u gornjem desnom kvadrantu zbog najveceg
ukupnog sadrzaja svih jedinjenja. Najzastupljenija jedinjenja kvantifikovana u ekstraktu 12: KAE,
AST, QUE (21,87 mg/kg SM) i IQUE (10,56 mg/kg SM) imaju uticaj na njegovo izdvajanje od svih
ostalih ekstrakata duz obe ose (Slika 18b). Ekstrakti 7, 10, 14 i 15 se nalaze sa desne strane duz PC1
ose, 1 sva Cetiri ekstrakta imaju visok ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja izmedu 315,14 mg/kg i
368,86 mg/kg SM. Medutim, ekstrakt 7 se izdvaja od ostalih pomenutih ekstrakata i nalazi se nize u
donjem desnom kvadrantu jer sadrzi najvecu koli¢inu QUE (28,38 mg/kg SM), IRH (5,62 mg/kg
SM), CA (2,07 mg/kg SM), AEN (1,71 mg/kg SM) i AET (1,11 mg/kg SM) koji imaju uticaja na
ovakvo razdvajanje. Sa leve strane grafika skorova (Slika 18a) nalaze se ekstrakti 3, 4, 8, 11, 16 — 20
sa niskim ukupnim sadrzajem fenolnih jedinjenja. Ekstrakti 17 i 18 imaju visi sadrzaj AST (115,23
mg/kg SM i 119,74 mg/kg SM, redom) i IQUE (15,66 mg/kg SM i 14,41 mg/kg SM, redom) u
poredenju sa ostalim ekstraktima pozicioniranim sa leve strane grafika skorova, §to ih od istih
razdvaja duz PC2 ose. Ekstrakt 8 koji ima najnizi ukupan sadrzaj fenola i fenolnih kiselina (21,95
mg/kg SM) nalazi se u donjem levom kvadrantu grafika skorova i pozicioniran je izvan 95% nivoa
pouzdanosti Hotelingove elipse. Nizak ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja i fenolnih kiselina, kao i
prisustvo LUT (0,46 mg/kg SM) koji je kvantifikovan samo u ovom ekstraktu, uticali su na njegovo
razdvajanje od svih ostalih ekstrakata duz obe PC ose (Slika 18b).
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4.1.5. HPTLC fenolni profil

OsuSeni listovi ¢uvarkuce

Razvijanje fenolnog profila HPTLC metodom c¢esto se koristi za brzo ispitivanje slozenih
matriksa biljnih ekstrakata. Fenolni profil 70% etanolnih ekstrakata osuSenih listova ¢uvarkuce
razvijen je mobilnom fazom koju ¢ini smesa toluen : etil-acetat : mravlja kiselina (5:4:1, viviv) [135].
Ovo je ujedno bio i prvi put da je razvijen HPTLC fenolni profil ekstrakata listova ¢uvarkuce.

Za detekciju bioaktivnih jedinjenja razvijeni hromatogrami su derivatizovani rastvorima NEU i
PEG reagenasa, kao i rastvorom p-anisaldehida. Reagensi NEU i PEG Xkarakteristicni su za
derivatizaciju fenolnih jedinjenja, dok je anisaldehid neselektivni reagens koji daje reakciju sa
razli¢itim jedinjenjima poput fenola, terpena, steroida i Se¢era. HPTLC ploca je dokumentovana pod
UV svetlom na 366 nm nakon derivatizacije rastvorima NEU+PEG (Slika 19a), a nakon
derivatizacije rastvorom anisaldehida HPTLC ploc¢a je dokumentovana na vidljivom svetlu (Slika
19b).
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Slika 19. HPTLC fenolni profil nakon derivatizacije hromatograma rastvorima NEU+PEG (a), nakon
derivatizacije hromatograma rastvorom anisaldehida (b)

Vizuelnim pregledom oba hromatograma uocavaju se slicni fenolni profili svih dvadeset
etanolnih ekstrakata osuSenih listova ¢uvarkuce (Slika 19). Polarnija fenolna jedinjenja jace su
adsorbovana na povrsinu silika gela, a manifestovana su kao zute, zelene i tamnoplave trake na 366
nm Kkoje se nalaze na nizim hRr vrednostima (hRr 0 — 20) (Slika 19a). Manje polarna jedinjenja
ostvaruju slabije interakcije sa silika gelom, i, noSene mobilnom fazom, prelaze duZzi put. Veéi broj
zona koje odgovaraju nepolarnijim jedinjenjima (hRr > 70) uocava se na hromatogramu nakon
derivatizacije rastvorom anisaldehida (Slika 19b).

51



Milica Jankov Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

Zaidentifikaciju razdvojenih fenolnih jedinjenja iz ekstrakata ¢uvarkuée razvijen je hromatogram
smese standarda (Slika 20). Nakon derivatizacije hromatograma rastvorima NEU+PEG
identifikovano je prisustvo svih pet jedinjenja iz smese: izokvercetin (IQUE, hRr 8), astragalin (AST,
hRr 11), galna kiselina (GA, hRr 48), kofeinska kiselina (CA, hRr 58) i kempferol (KAE, hRr 69).
140
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Slika 20. Hromatogram smesSe Standarda i ekstrakta 7 derivatizovan rastvorima NEU+PEG
dokumentovan pod UV svetlom na 366 nm (a), intenzitet piksela u odnosu na rastojanje (hRg) za
hromatogram smese standarda (b)

Na hromatogramu nakon derivatizacije rastvorima NEU+PEG (Slika 19a) uocavaju se dve
glavne tamnoplave zone na hRr 18 i 48. Fenolno jedinjenje na hRr 48 identifikovano je kao galna
kiselina (GA) i prisutno je u svim ekstraktima izuzev ekstrakta 8, dok je u ekstraktima 18 — 20 slabo
uocljivo. Na osnovu veliéine i intenziteta zone, GA je identifikovana kao najzastupljeniji metabolit,
s tim da je zona galne kiseline najizrazenija u ekstraktu 17. Tamnoplava zona na hRr 18 se uocava u
svim ekstraktima osim u ekstraktu 8, a predstavlja glavni metabolit ekstrakata 18 — 20. Zelena zona
nepoznatog fenolnog jedinjenja na hRr 33 uocava se u svim ekstraktima osim kod ekstrakata 1, 3, 12,
18 i 20. Zona na hRr 33 je najintenzivnija u ekstraktu 10, dok u ekstraktu 8 predstavlja glavni
metabolit. Kempferol (KAE) je identifikovan na hRr 69 i kao zelena zona prisutan je u ekstraktima
1,2,4,5 7,911, 13 - 15 17. Fenolno jedinjenje predstavljeno svetloplavom zonom na hRr 58
identifikovano kao kofeinska kiselina (CA) najjaci intenzitet ispoljava u ekstraktima 4 1 9, dok je
slabije izrazena u ekstraktima 1, 2, 5, 7, 8, 10, 13 — 15. Polarnija fenolna jedinjenja identifikovana
kao izokvercetin (IQUE) i astragalin (AST) na hRe 8 i hRr 11, redom, prisutna su u svim ekstraktima.

Razvijeni hromatogram nakon derivatizacije rastvorom anisaldehida (Slika 19b) takode pokazuje
sli¢nost fenolnih profila medu svim ekstraktima. Ovde se uo¢ava mnogo veci broj zona celom
duzinom razvijenog hromatograma §to je rezultat neselektivne prirode anisaldehida kao reagensa.
Zone fenolnih jedinjenja koje su dominantne na hromatogramu nakon derivatizacije rastvorom
NEU+PEG (Slika 19a) slabo su ispoljene na hromatogramu derivatizovanom anisaldehidom (Slika
19b), gde se manifestuju kao zone svetlosive, svetloplave i svetlozute boje. S druge strane, na
hromatogramu derivatizovanom anisaldehidom (Slika 19b) postaju vidljive i intenzivnije zone koje
nisu uocljive na hromatogramu derivatizovanom rastvorima NEU+PEG. U svim ekstraktima najjaci
intenzitet ispoljavaju tamnozelene zone na hRr 41, 60 i 92. Nepoznato nepolarno jedinjenje na hRr
92 daje najintenzivniju traku u ekstraktu 8, a zatim i u ekstraktima 4, 7, 10, 13 — 15 i 17. Jedinjenje
predstavljeno ljubicastom zonom na hRr 90 kao i dva jedinjenja koja su ispoljena kao zute zone na
hRe 11 (AST) i na hRr 63 su prisutna u svim ekstraktima. Pored toga, ljubicasta zona jedinjenja na
hRFr 38 se uocava u svim ekstraktima. Najslabiji intenzitet traka uocen je u ekstraktu 12, a zatim u
ekstraktima 11, 18 — 20. Svi ekstrakti imaju izrazenu tamnu zonu jakog intenziteta veoma polarnih
jedinjenja nedaleko od mesta nanosenja ekstrakata.
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Preparati ¢uvarkudée i meda, sveZi listovi ¢uvarkude i ¢ist med

S obzirom na veliki broj polarnih fenolnih jedinjenja, HPTLC fenolni profil ekstrakata preparata
¢uvarkuce i meda, svezih listova Cuvarkuce i Cistog meda razvijen je polarnijom mobilnom fazom od
one koja je koriS¢ena za razvijanje fenolnog profila ekstrakata osuSenih listova ¢uvarkuce. Fenolni
profil razvijen je mobilnom fazom koju ¢ini smesa etil-acetat : toluen : mravlja kiselina : voda
(16:4:3:2, vivivlv) [99]. Hromatogrami su derivatizovani rastvorima NEU+PEG. Dobijeni
hromatogrami prikazani su na Slici 21. Nacin obelezavanja ekstrakata prilikom prikazivanja rezultata
dobijenih HPTLC analizom prikazan je u Tabeli P4.
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Slika 21. HPTLC fenolni profil nakon derivatizacije hromatograma rastvorima NEU+PEG posmatran
pod UV svetlom na 366 nm: hromatogram ekstrakata preparata sa bagremovim medom pripremljeni
sa zakiSeljenom vodom (a), hromatogram ekstrakata preparata sa livadskim medom pripremljeni sa
zakiSeljenom vodom (b), hromatogram ekstrakata preparata sa bagremovim i livadskim medom
pripremljeni bez rastvaraca, S1 — smesa standarda izokvercetina (IQUE), astragalina (AST), galne
kiseline (GA), kofeinske kiseline (CA) i kempferola (KAE), S2 — smes$a standarda neohlorogene
kiseline (NCGA) i eskuletina (AET), P — pinocembrin, G — galangin (c)

Na hromatogramima se uocavaju brojne zone fenolnih jedinjenja ekstrakata Cistih uzoraka
medova i ¢uvarkuce, kao i bogat fenolni profil ekstrakata preparata (Slika 21). Fenolna jedinjenja
prisutna u ekstraktima su identifikovana na osnovu predenog puta (hRr) i boja zona poznatih fenolnih
jedinjenja — standarda, koji su takode razdvojeni na plo¢i (Slika 21¢). U svim ekstraktima ¢istog meda
dominantne su svetloplave zone na hRr > 50, dok je fenolni profil ekstrakata ¢iste ¢uvarkuce bogat
polarnijim fenolima koji su manifestovani velikim brojem zona razli¢itih boja na hRg < 50.
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U sva tri ekstrakta bagremovog meda (B1, B7 i B13) identifikovani su neohlorogena kiselina
(NCGA, hRr 31), eskuletin (AET, hRr 84), kofeinska kiselina (CA, hRr 87) i galangin (G, hRr 96)
(Slika 21a). AET se pojavljuje u vidu svetloplave zone slabijeg intenziteta u poredenju sa ostalim
identifikovanim fenolima. Zona NCGA je najviSe izraZzena u ekstraktu B7. U sva tri bagremova meda
prisutno je i jedinjenje ¢ija se zona narandzaste boje nalazi na hRr 90, jedinjenje koje daje zeleno-
plavu zonu na hRr 73, kao i dve svetlije zone na hRr 7 i 26. Tamnoplava zona na hRr 48 uocava se,
takode, u sva tri ekstrakta bagremovog meda, a najvise je izrazena u ekstraktu B13. Samo u ekstraktu
B1 uocava se svetloplava zona na hRr 68. Fenolna jedinjenja NCGA, AET, CA i G su identifikovana
I U sva tri ekstrakta livadskog meda (L1, L7 i L13) (Slika 21b). Ekstrakt livadskog meda L1 ima
najizrazenije svetloplave zone fenolnih jedinjenja u poredenju sa ostala dva ekstrakta L7 i L13. U
ekstraktu L1 najjade su izrazene zone identifikovanih jedinjenja NCGA i AET, kao |
neidentifikovanih jedinjenja na hRr 58 i 71, koje se u L7 ne uocavaju, a u ekstraktu L13 su slabijeg
intenziteta. Galangin i narandzasta zona jedinjenja na hRr 90 prisutni su u sva tri ekstrakta livadskog
meda. Zona CA je dominantna u ekstraktima L7 1 L13. Fenolni profil ekstrakta L7 je najsiromasniji
od sva tri ekstrakta livadskog meda, u kojem se dodatno uocava plava zona slabog intenziteta na hRe
48. Prisustvo ovih fenolnih jedinjenja ranije je identifikovano u bagremovom i livadskom medu [109,
136]

Ekstrakti svezih listova Cuvarkuce, pripremljeni sa zakiSeljenom vodom ili bez upotrebe
rastvaraca, pokazuju sli¢ne fenolne profile. Ekstrakt cuvarkuce koji je pripremljen koriS¢enjem
zakiSeljene vode (Slika 21a, b) daje izraZenije zone fenolnih jedinjenja u poredenju sa ekstraktom
koji je pripremljen bez kori$¢enja rastvaraca (Slika 21c). U ekstraktima ¢uvarkuce identifikovana su
tri fenolna jedinjenja koja daju zone intenzivnih boja: izokvercetin — narandzasta zona (IQUE, hRr
45), astragalin — zelena zona (AST, hRr 54) i galna kiselina — tamnoplava zona (GA, hRr 79).
Prisustvo CA (hRr 87) i kempferola (KAE, hRr 92) u vidu traka slabog intenziteta najbolje se uo¢ava
u ekstraktu ¢uvarkuée pripremljenom bez upotrebe rastvaraca (Slika 21c). Pored identifikovanih
jedinjenja neophodno je istaci i prisustvo velikog broja neidentifikovanih fenolnih jedinjenja koja
daju zone svetlozelene (hRr 26 143), narandzaste (NRr 18), ljubicaste (hRr 28) roze (hRr 29), zeleno-
plave (hRr 73) i tamnoplave (hRr 67) boje.

Na HPTLC fenolnom profilu ekstrakata preparata ¢uvarkuce i meda ispoljene su zone koje
odgovaraju jedinjenjima koja poticu kako iz meda, tako i1 iz ¢uvarkuce, §to ukazuje na uspeSnu
ekstrakciju fenola iz obe komponente preparata. Tokom vremena mogu se uociti razlike u broju i
intenzitetu zona (Slika 21). Zone na hRr < 50 koje u ekstraktima preparata poticu od ¢uvarkuce
slabijeg su intenziteta u poredenju sa profilom ekstrakta &iste ¢uvarkuce (C), osim najpolarnijih
jedinjenja na hRr < 10. Jedinjenja koja poticu od ¢uvarkuée, a vidljiva su na fenolnom profilu
preparata, nalaze se na hRr 29, 43, 67, 731 79 (GA). Intenzitet zelene zone jedinjenja na hRe 73 i
KAE jage je izrazen u svim ekstraktima preparata u poredenju sa ekstraktom &iste ¢uvarkuée (C).
Takode, sva jedinjenja prisutna u ekstraktima ¢istth medova, manifestuju se i u profilima preparata.
Ovaj trend se odnosi na preparate koji su pripremljeni sa obe vrste meda i ekstrahovani na oba na¢ina
— sa zakiSeljenom vodom 1 bez upotrebe rastvaraca za ekstrakciju.

Analizom glavnih komponenata analizirani su podaci dobijeni obradom HPTLC hromatograma
fenolnog profila (Slika 21) u ImageJ programu kako bi se ispitalo da li dolazi do grupisanja ekstrakata
preparata ¢uvarkuce i meda prema vrsti meda od kojih su pripremljeni, kao i na osnovu nacina
pripreme ekstrakata. Dobijeni PCA model opisan je sa Sest glavnih komponenata koje opisuju 84,49%
ukupnog varijabiliteta medu podacima (PC1 — 32,83%, PC2 — 19,75%, PC3 — 15,79%, PC4 — 7,65%,
PC5 —5,65% i PC6 — 2,81%). Grafik skorova latentnih varijabli konstruisan na osnovu komponenti
PC11i PC2, kao i grafici vektora latentnih varijabli prikazani su na Slika 22.
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Slika 22. Analiza glavnih komponenata za HPTLC hromatograme na kojima su razvijeni fenolni
profili: grafik skorova latentnih varijabli (a), grafik vektora latentnih varijabli za PC1 (b), grafik
vektora latentnih varijabli za PC2 (c)

Ekstrakti pripremljeni od cistog bagremovog i1 livadskog meda medu sobom se potpuno
razdvajaju duz PC2 ose $to se uocava na grafiku skorova latentnih varijabli (Slika 22a). Ekstrakti L1
i L13 se nalaze u gornjem levom kvadrantu odvojeni od ekstrakta L7. Ekstrakti B1 i B7 nalaze u
gornjem desnom kvadrantu odvojeni od ekstrakta B13. Sa grafika vektora latentnih varijabli o¢itava
se da na ovakvo razdvajanje navedenih ekstrakata uti¢u zone na hRg 58 i 71 koje su prisutne u
ekstraktima L1 i L13, kao i zona na hRr 68 prisutna u B1 i B7 (Slika 22b, c). Takode, mnogo jace
ispoljena zona AET na hRr 84 kod ekstrakata livadskog meda (L1 i L13) uticala je na pozicioniranje
ovih uzoraka u gornji levi kvadrant. Ekstrakti L7 i B13 u poredenju sa ostalim ekstraktima medova
imaju zone najslabijeg intenziteta, stoga su pozicionirani izvan granice od 95% nivoa pouzdanosti
Hotelingove elipse u gornjem desnom kvadrantu. Sa suprotne strane grafika skorova latentnih
varijabli u levom donjem kvadrantu izvan granice 95% nivoa pouzdanosti Hotelingove elipse,
negativno duz obe PC ose, nalaze se ekstrakti cuvarkucée pripremljeni sa zakiseljenom vodom, dok se
ekstrakt cuvarkuée bez rastvaraca nalazi unutar granica Hotelingove elipse (Slika 22a). Na ovakvo
razdvajanje uticale su zone na hRr 54 (AST) i 73, a kako su ove zone slabije izrazene u ekstraktu
pripremljenom bez rastvaraca to se on nalazi unutar granica Hotelingove elipse.

Na grafiku skorova latentnih varijabli uoc¢ava se razdvajanje ekstrakata preparata cuvarkuce i
meda u zavisnosti od toga da li su pripremljeni sa bagremovim ili sa livadskim medom (Slika 22a).
Pozicioniranje ekstrakata sa bagremovim medom je uniformno, ekstrakti su manje rasuti i nalaze se
pretezno u donjem desnom kvadrantu, odvojeni od ekstrakata preparata sa livadskim medom. Na
ovakvo razdvajanje preparata sa bagremovim medom utice jedinjenje jakog intenziteta na hRr 73 i to
Sto su zone na hRr 84 (AET) i 87 (CA) slabije izrazene u odnosu na ekstrakte preparata sa livadskim
medom. Nacin pripreme ekstrakata preparata sa bagremovim medom nije uticao na sastav fenolnih
jedinjenja, dok je sa druge strane uticao na hemijski sastav preparata pripremljenih sa livadskim
medom.
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Na grafiku skorova latentnih varijabli ekstrakti preparata sa livadskim medom su medusobno
razdvojeni u zavisnosti od toga da li su pripremljeni sa zaki$eljenom vodom ili bez rastvaraca (Slika
22a). Ekstrakti preparata sa livadskim medom pripremljeni sa zakiSeljenom vodom pozicionirani su
u gornjem levom kvadrantu. Ovi ekstrakti zauzimaju ve¢u povrSinu i1 viSe su rasuti u poredenju sa
ekstraktima bagremovih preparata. Centralni deo grafika skorova zauzimaju ekstrakti preparata sa
livadskim medom bez rastvaraca. Na razdvajanje ekstrakata sa livadskim medom uti¢u zone jakog
intenziteta na hRr 43, 58, 711 73 (Slika 22b, c).

4.1.6. Profil Secera
Osuseni listovi ¢uvarkuce

Odredena je koncentracija ukupno sedam Secera od ¢ega: tri monosaharida (glukoza, fruktoza,
arabinoza), tri disaharida (maltoza, saharoza, melibioza) i jednog trisaharida (rafinoza), kao i tri
poliola: galaktitol, sorbitol i manitol. Profil Secera prikazan je na Slici 23 i u Tabeli P5.
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Slika 23. Profil Secera dobijen HPAEC/PAD tehnikom

Ukupan sadrzaj Secera u ekstraktima bio je u opsegu od 13,74 g/100 g SM do 23,98 g/100 g SM.
Najmanji sadrzaj Secera uocava se U ekstraktu 19, dok je najveéi sadrzaj Secera kvantifikovan u
ekstraktu 16 (Slika 23). Monosaharidi fruktoza i glukoza su najviSe zastupljeni Seceri u svim
analiziranim ekstraktima listova Cuvarkuce, $to je u skladu sa prethodno objavljenim rezultatima [45].
Fruktoza je najzastupljeniji Secer (5,21 — 10,32 g/100 g SM), a zatim glukoza (4,10 — 7,82 g/100 g
SM). Fruktoza je najvise zastupljena u ekstraktima 12 i 16 (10,32 g/100 g SM i 10,27 g/100 g SM,
redom), dok ekstrakt 16 ima i najveci sadrzaj glukoze (7,82 g/100 g SM) u poredenju sa ostalim
ekstraktima. Najzastupljeniji disaharid u svim ekstraktima je saharoza (0,27 — 0,96 g/100 g SM) osim
u ekstraktu 1 gde je kvantifikovan najveci sadrzaj melibioze (0,55 g/100 g SM). Rafinoza je jedini
trisahardi koji je kvantifikovan u ekstraktima u opsegu od 0,06 — 0,28 g/100 g SM. Galaktitol je
najzastupljeniji poliol u svim ekstraktima (1,92 — 4,96 g/100 g SM).

Analizom glavnih komponenata dobijen je Sestokomponentni model koji opisuje 93,12%
ukupnog varijabiliteta. Na osnovu prve dve komponente PC1 i PC2 koje opisuju 42,81% i 16,49%
varijabiliteta, redom, konstruisani su grafik skorova i grafik vektora latentnih varijabli (Slika 24).
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Slika 24. Analiza glavnih komponenata profila Secera: grafik skorova latentnih varijabli (a), grafik
vektora latentnih varijabli (b)

Sa grafika skorova (Slika 24a) uocava se da svih 20 ekstrakata ima sli¢an profil Secera, medutim,
izdvajaju se tri ekstrakta: 16, 19 i 20. Ekstrakt 16 ima najvec¢i ukupan sadrzaj Secera (23,98 g/100 g
SM), §to ga izdvaja od ostalih ekstrakata duz PC1 ose u donjem desnom kvadrantu grafika skorova
(Slika 24a). Glukoza, fruktoza, arabinoza, galaktitol, manitol i sorbitol prisutni u ve¢im koli¢inama
u ekstraktu 16, u poredenju sa ostalim ekstraktima, uticu na odvajanje ovog ekstrakta sa desne strane
duz PC1 ose. Uticaj Secera i poliola na razdvajanje ekstrakta duz obe ose ocitava se sa grafika vektora
(Slika 24b). Ekstrakti koji se nalaze na desnoj strani grafika skorova imaju ukupan sadrzaj Secera
veci od 19,00 g/100 g SM, dok ekstrakti na levoj strani imaju nizi ukupni sadrzaj Secera. Najveci
sadrzaj arabinoze i rafinoze (0,24 g/100 g SM i 0,28 g/100 g SM, redom) je kvantifikovan u uzorku
20, §to ga odvaja od ostalih ekstrakata u donjem delu grafika skorova duz PC2 ose. Ekstrakt 19, koji
se nalazi izvan 95% nivoa pouzdanosti Hotelingove elipse u donjem levom kvadrantu grafika
skorova, ima najnizi ukupan sadrzaj Secera (13,74 g/100 g SM). Prisustvo maltoze zna¢ajno utie na
razdvajanje ekstrakata duz obe PC ose, §to je najizrazenije kod ekstrakta 19, u kojem je odredena
najveca koncentracija maltoze (0,13 g/100 g SM). Ekstrakt 8 koji je pozicioniran sa leve strane grafika
skorova negativno duz PC2 ose takode ima nizak ukupan sadrzaj Secera (14,65 g/100 g SM).
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Preparati ¢uvarkudée i meda, sveZi listovi cuvarkude i ¢ist med

U vodenim ekstraktima preparata ¢uvarkuce i meda, svezih listova ¢uvarkuce i Cistog meda
odreden je sadrzaj ukupno jedanaest Secera, od ¢ega: dva monosaharida (glukoza i fruktoza), sedam
disaharida (maltoza, saharoza, melibioza, trehaloza, izomaltoza, gentiobioza i turanoza) i dva
trisaharida (rafinoza i erloza). Sadrzaj Secera prikazan je na Slici 25 i u Tabeli P6.
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Slika 25. Sadrzaj Secera u vodenim ekstraktima preparata sa bagremovim medom (&) i preparata sa
livadskim medom (b)

Ukupan sadrZaj Se¢era u uzorcima bagremovog meda iznosio je 70,57 — 79,42 g/100 g, dok je u
livadskom medu bio 77,18 — 79,20 g/100 g (Tabela P6). Najzastupljeniji Seceri su monosaharidi
fruktoza i glukoza. Fruktoza je dominantan Secer u svim ekstraktima obe vrste meda sa vise od 40
g/100 g, dok je sadrzaj glukoze u opsegu 25,15 — 32,46 g/100 g. Prema Pravilniku o kvalitetu meda i
drugih proizvoda pcela, koli¢ina glukoze i fruktoze u nektarnom medu ne sme biti manja od 60 g/100
g [71]. Svi ispitivani medovi ispunjavaju ovaj uslov u pogledu kvaliteta meda. U bagremovom medu
B3 kvantifikovan je najve¢i sadrzaj saharoze od 1,84 g/100 g i rafinoze od 1,20 g/100 g. U sva tri
uzorka livadskog meda sadrzaj maltoze je vis$i nego u ekstraktima bagremovog meda i iznosi 1,78
g/100 g (L1), 2,18 9/100 g (L2) i 2,18 g/100 g (L3).

Svezi listovi Cuvarkuce imaju nizak sadrzaj Secera. Kvantifikovan je najveéi sadrzaj izomaltoze
(4,68 g/100 @) i saharoze (3,34 g/100 g) (Tabela P6). Fruktoza (2,36 g/100 g) je dominantan Secer u
odnosu na glukozu (0,63 g/100 g), Sto je ranije potvrdeno prilikom odredivanja sadrzaja Secera u
ekstrakatima osusenih listova cuvarkuce (Tabela P5).
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U ekstraktima preparata ¢uvarkuce i meda zabelezeno je o¢ekivano smanjenje ukupnog sadrzaja
Secera u poredenju sa Cistim medom, zbog dodavanja svezih listova ¢uvarkucée koji sadrze veliku
koli¢inu vode. Ovaj efekat smanjenja sadrzaja Secera je izrazeniji u ekstraktima preparata sa
livadskim medom. Analizom je potvrdeno smanjenje sadrzaja pojedina¢nih Secera uz prisustvo nekih
izuzetaka (Slika 25, Tabela P6). U svim preparatima najzastupljeniji su monosaharidi glukoza i
fruktoza, a njihov sadrzaj tokom svih pet nedelja nizi je od sadrzaja u medu od kojeg je preparat
napravljen. Sto se ti¢e ostalih $eéera, dolazi do poveéanja sadrzaja gentiobioze, turanoze, maltoze i
erloze u ekstraktima preparata sa medom B1 tokom svih pet nedelja u poredenju sa sadrzajem ovih
Secera u Cistom medu Bl. U preparatu sa medom B2 dolazi takode do povecanja gentiobioze,
turanoze, maltoze i erloze, ali ne tokom svih pet nedelja. Sto se ti¢e sadrzaja $eéera u preparatima sa
livadskim medom tokom nedelja doslo je do smanjenja sadrzaja svih ispitivanih Secera.

4.1.7. Elementalna analiza

U dvadeset uzoraka osusenih listova cuvarkuce odreden je sadrzaj devet mikroelemenata (Bi, Cd,
Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Zn) i sedam makroelemenata (Al, Ca, K, Mg, Na, P, S). Dobijeni rezultati
izrazeni u mg/kg SM prikazani su u Tabeli P7 i graficki na Slici 26.
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Slika 26. Sadrzaj mikroelemenata i makroelemenata u uzorcima osusenih listova ¢uvarkuce

Najzastupljeniji makroelementi u uzorcima listova ¢uvarkuce su Ca (2075 — 6615 mg/kg SM),
Mg (1772 — 4263 mg/kg SM) i K (959 — 2623 mg/kg SM) sto odgovara prethodno publikovanim
rezultatima [64, 67, 69, 122]. Prisustvo ovih elemenata ostvaruje direktan ili indirektan uticaj na
fotosintezu. Magnezijum je centralna komponenta molekula hlorofila, dok kalijum i kalcijum imaju
uloge u regulaciji otvaranja i zatvaranja stoma [137-139]. Pored navedenog, Mg i K imaju uticaj na
aktivaciju i aktivnost Rubisco enzima, na formiranje strukture hloroplasta kao i na translokaciju
ugljenih hidrata kroz biljku [139]. Prvi put je prilikom ovog ispitivanja kvantifikovan sadrzaj P (1630
— 2342 mg/kg SM) i S (669 — 1830 mg/kg SM) u uzorcima listova ¢uvarkuce. Kvantifikovane
vrednosti za Na i Al su u opsegu vrednosti koje su ranije publikovane [122]. Najveéi ukupan sadrzaj
makroelemenata odreden je u uzorku 19 (15,71 g/kg SM), a zatim sledi uzorak 20 (13,90 g/kg SM).
Ukupan sadrzaj mikroelemenata najveci je u uzorku 20 (97,20 mg/kg SM) a potom u uzorku 19 (39,19
mg/kg SM) i uzorku 8 (37,02 mg/kg SM). U uzorku 20 kvantifikovano je najvise Mn, Zn i Cr (31,24
mg/kg SM, 18,15 mg/kg SM i 36,81 mg/kg SM, redom). Sadrzaj Cr takode je visok u uzorcima 8 i
19 (14,65 mg/kg SM i 18,06 mg/kg SM, redom). Sadrzaj esencijalnih mikroelemenata bakra i gvozda
u uzorcima je u opsegu 2,43 — 6,46 mg/kg SM za Cu i 0,35 — 2,43 mg/kg SM za Fe. Kobalt je u
uzorcima prisutan u tragovima, a najviSe je prisutan u uzorku 20 (1,35 mg/kg SM). Bizmut je
kvantifikovan u svim uzorcima u opsegu 0,26 — 1,19 mg/kg SM. Odreden je i sadrzaj toksi¢nih
elemenata kadmijuma i nikla. Kadmijum je kvantifikovan u tragovima samo kod osam uzoraka i to u
koli¢ini manjoj od 0,045 mg/kg SM, osim u uzorku 20 u kojem je kvantifikovano 0,162 mg/kg SM.
Sadrzaj Ni u uzorcima je 0,36 — 4,04 mg/kg SM. Dozvoljena granica za Cd je utvrdena Smernicama
Svetske zdravstvene organizacije (SZO) i iznosi 0,3 mg/kg, dok ne postoji dozvoljena granica za Ni
koju navodi SZO [140]. U literaturi se navodi da je prose¢an sadrzaj Ni u biljkama 0,10 — 5,0 mg/kg
SM [141]. Sadrzaj toksi¢nih elemenata Cd i Ni u uzorcima listova ¢uvarkuce je u okviru dozvoljenih
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granica. Prethodno objavljeni rezultati ukazuju na postojanje razlika u sadrzaju elemenata u uzorcima
cuvarkuce sakupljenim sa razli¢itih staniSta. Sastav elemenata u biljci je pod uticajem ekoloskih
faktora okruzenja u kojem biljka raste, kao i razvojne faze biljke u trenutku sakupljanja [122].

Analiza glavnih komponenata kojom su obradeni rezultati elementalnog sastava uzoraka
osusenih listova ¢uvarkuce dala je model opisan sa pet glavnih komponenata koje opisuju 89,34%
ukupnog varijabiliteta medu podacima. Prve dve glavne komponente na osnovu kojih su konstruisani
grafik skorova i grafik vektora latentnih varijabli (Slika 27) opisuju 67,35% ukupnog varijabiliteta
(PC1 - 49,65%, PC2 — 17,70%).
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Slika 27. Analiza glavnih komponenti rezultata elementalnog sastava: grafik skorova latentnih
varijabli (a), grafik vektora latentnih varijabli (b)

Sa grafika skorova se uocava da se odredeni uzorci grupisu u gornjem levom kvadrantu, dok se druga
grupa uzoraka nalazi u donjem desnom kvadrantu (Slika 27a). Obe ove grupe razdvojene su duz obe
PC ose, ali ne postoji jasna granica medu grupama. Na grafiku vektora latentnih varijabli prikazano
je na koji naéin odredeni element uti¢e na razdvajanje medu uzorcima (Slika 27b). Uzorak 20 je
odvojen od ostalih uzoraka duz PC1 ose, pozicioniran u gornjem desnom kvadrantu van 95% nivoa
pouzdanosti Hotelingove elipse. Najveci pozitivni uticaj na razdvajanje uzorka 20 duz PC1 ose imaju
varijable Cd, Zn, Co, Mn, Cr, Al, Ni. Navedeni elementi su kvantifikovani u najveéim
koncentracijama u uzorku 20 u odnosu na ostale uzorke (Tabela P7). Uzorak 19 koji ima najveéi
ukupan sadrzaj kvantifikovanih elemenata, prevashodno zbog visoke koli¢ine makroelemenata
(15,71 g/kg SM), blago se odvaja od ostalih uzoraka takode duz PC1 ose u donjem desnom kvadrantu,
na osnovu visokog sadrzaja Na, Cai S. U gornjem levom kvadrantu duz PC2 ose odvaja se uzorak 8.
U uzorku 8 odredena je najveca koncentracija Cu (6,46 mg/kg SM) i K (2623 mg/kg SM), a takode
sui Mg, Fe i P zastupljeni u ve¢im koncentracijama u odnosu na druge uzorke. Na izdvajanje uzorka

8 duz PC2 ose uti¢u najzastupljeniji elementi (Cu, K, Mg, Fe i P) §to se moZe ocitati sa grafika vektora
(Slika 27b).

60



Milica Jankov Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

4.2. Bioloska aktivnost

4.2.1. Antioksidativna aktivnost

4.2.1.1. Spektrofotometrijsko odredivanje antioksidativne aktivnosti
OsusSeni listovi ¢uvarkudée

Antioksidativna aktivnost (AOA) 70% etanolnih ekstrakata osusenih listova cuvarkuce odredena
je primenom Cetiri antioksidativna testa — DPPH, ABTS, TRP i TAC. DPPH i ABTS su dva naj¢esc¢e
koris¢ena testa za ispitivanje antioksidativne aktivnosti. S druge strane, TRP i TAC testovi se rede
koriste, a prvi put su u okviru ove disertacije upotrebljeni za ispitivanje antioksidativne aktivnosti
ekstrakata listova cuvarkucée. Rezultati ovih testova prikazani su grafic¢ki na Slici 28 i u Tabeli P1.
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Slika 28. Antioksidativna aktivnost 70% etanolnih ekstrakata osu$enih listova ¢uvarkuée

Sa grafika se uocava da ekstrakti oznaceni brojevima 12 i 20 pokazuju najvisu antioksidativnu
aktivnost u svim testovima u poredenju sa ostalim analiziranim ekstraktima, dok ekstrakt 8 ispoljava
najnizu aktivnost, $to je u skladu sa ukupnim sadrzajem fenola u ovim ekstraktima (Slika 28).
Rezultati su u saglasnosti sa ranijim istrazivanjima koja su potvrdila da fenolna jedinjenja
predstavljaju glavne bioaktivne komponente odgovorne za ispoljavanje antioksidativne aktivnosti
ckstrakata Cuvarkuce [134]. DPPH i ABTS testovi, koji funkcionisu sliénim molekulskim
mehanizmima (SET ili SET+HAT), daju konzistentne rezultate antioksidativne aktivnosti, u rasponu
od 3,99 do 151,12 mmol TE/kg SM za DPPH test, i od 3,93 do 126,57 mmol TE/kg SM za ABTS
test. Antioksidativna aktivnost dobijena TRP testom (SET mehanizam) i TAC testom (SET ili HAT
mehanizam) varira od 8,54 do 182,50 mmol AAE/kg SM i od 13,43 do 104,05 mmol TE/kg SM,
redom. Ovi podaci istiCu znacaj odabira specifi¢nih testova i metoda za odredivanje antioksidativne
aktivnosti, jer omogucavaju preciznije tumacenje uticaja fenolnih jedinjenja na biolosku aktivnost
ekstrakata.

Placer (Platzer) i saradnici su ispitali antioksidativnu aktivnost razli¢itih fenolnih jedinjenja,
ukljucujudi fenolne kiseline, flavonole, flavanole i flavanone, koriste¢ci DPPH i ABTS testove [142].
Utvrdeno je da antioksidativna svojstva fenolnih kiselina zavise prvenstveno od broja hidroksilnih
grupa, pri ¢emu su kiseline sa vise OH grupa pokazale jacu aktivnost. Najvecu aktivnost imala je
galna kiselina, a derivati hidroksibenzoeve Kkiseline pokazali su vecu aktivnost od derivata
hidroksicimetne kiseline. Kod flavonola, jedinjenja sa kateholnom grupom na B—prstenu, poput
kvercetina, imala su jacu aktivnost od onih bez kateholne grupe, kao §to je kempferol. Prisustvo
Se¢erne komponente u molekulu kvercetina imalo je minimalan uticaj na aktivnost u DPPH testu, ali
je imalo negativan uticaj u ABTS testu. Epikatehin je pokazao visoku antioksidativnu aktivnost u oba
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testa. Generalno, antioksidativna aktivnost zavisi od strukture jedinjenja, ukljucujuci broj i poziciju
OH grupa, prisustvo metoksi ili glikozidnih ostataka, kao i njihovih medusobnih interakcija u
razli¢itim rastvaracima, $to je uticalo na brzinu i efikasnost reakcija [142].

Prilikom spektrofotometrijskog ispitivanja nije moguce precizno odrediti koja su pojedina¢na
jedinjenja odgovorna za ispoljavanje antioksidativne aktivnosti, jer dobijeni rezultati reflektuju
celokupan sadrzaj ekstrakta. Kompleksnost biljnih ekstrakata, koji ¢esto sadrze stotine do hiljade
bioaktivnih komponenata, dovodi do toga da se ukupni efekat zasniva na medusobnom delovanju
svih prisutnih jedinjenja. Zbog toga, rezultati spektrofotometrijskih testova reflektuju kombinovani
uc¢inak svih komponenata ekstrakta, §to otezava identifikaciju pojedina¢nih jedinjenja koja doprinose
antioksidativnoj aktivnosti. Ipak, ranija istraZzivanja pokazuju da oligomerni polifenoli imaju najveci
doprinos antioksidativnoj aktivnosti ekstrakata ¢uvarkuce. Kempferol, kvercetin i njihovi glikozidi
kao najzastupljenija jedinjenja, doprinose ispoljavanju antioksidativne aktivnosti ovih ekstrakata
[42].

Stepen linearne zavisnosti izmedu ukupnog sadrzaja fenola i antioksidativne aktivnosti
predstavljen je Pirsonovim (Pearson) koeficijentom korelacije (R?) (Tabela 4).

Tabela 4. Korelacija izmedu ukupnog sadrzaja fenola i antioksidativne aktivnosti

R? DPPH ABTS TRP TAC
TPC 0,9745 0,9750 0,9645 0,9491
DPPH 0,9892 0,9131 0,9328
ABTS 0,9346 0,9496
TRP 0,9256

Prema literaturi, postoji dobra linearna zavisnost izmedu ukupnog sadrzaja fenola i rezultata
antioksidativnih testova koji se zasnivaju na SET mehanizmu [143]. U okviru ovog istraZivanja svi
primenjeni antioksidativni testovi (DPPH, ABTS, TRP i TAC) temelje se na SET mehanizmu ili
kombinaciji SET i HAT mehanizama, §to objasnjava ocekivanu dobru linearnu zavisnot medu
testovima. Vrednosti korelacionog koeficijenta iznad 0,9 potvrduju postojanje znacajne linearne
zavisnosti, Sto je u skladu sa ranije objavljenim rezultatima [64, 67]. Takode, vrednosti
antioksidativne aktivnosti pojedinacnih testova medusobno su dobro korelisane, Sto ukazuje na
konzistentnost rezultata kroz razli¢ite testove.

Alberti (Alberti) i saradnici su ispitali antioksidativnu aktivnost (1Cso) frakcija 80% metanolnih
ekstrakata listova ¢uvarku¢e pomo¢u DPPH testa i zakljucili da je antioksidativna aktivnost celog
ekstrakta pre frakcionisanja veé¢a u poredenju sa zbirom antioksidativnih aktivnosti pojedina¢nih
frakcija [32]. Ovi rezultati potvrduju prisustvo sinergisti¢kih efekata medu prisutnim jedinjenjima u
celokupnom ekstraktu listova cuvarkuce, Sto naglaSava znacaj interakcija izmedu fenolnih
komponenata u ostvarivanju punog antioksidativnog potencijala.

Analizom glavnih komponenata istovremeno su obradeni rezultati antioksidativne aktivnosti
dobijeni primenom Cetiri antioksidativna testa (DPPH, ABTS, TRP i TAC) i rezultati za TPC jer
postoji direktna povezanost izmedu ukupnog sadrzaja fenola 1 antioksidativne aktivnosti ekstrakata
[30]. Ukupna varijabilnost podataka opisana je sa dve glavne komponente i iznosi 99,03%, od ¢ega
PC1 opisuje 98,00% varijabiliteta, a PC2 opisuje 1,03% varijabiliteta. Grafik skorova i grafik vektora
latentnih varijabli prikazani su na Slici 29.
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Slika 29. Analiza glavnih komponenata rezultata antioksidativne aktivnosti: grafik skorova latentnih
varijabli (a), grafik vektora latentnih varijabli (b)

Na grafiku skorova latentnih varijabli (Slika 29a) uoc¢ava se izdvajanje ekstrakata 8, 12 i 20 u
odnosu na ostale ekstrakte, s tim S§to je ekstrakt 20 pozicioniran izvan 95% nivoa pouzdanosti
Hotelingove elipse. Kao $to je ranije pomenuto, ekstrakti 12 i 20 imaju najvise vrednosti TPC, kao i
najvecu AOA (Tabela P1) sto ih odvaja od ostalih ekstrakata na grafiku skorova. Ova dva ekstrakta
pozicionirani su u desnom gornjem kvadrantu 1 odvojeni su od ostalih ekstrakata duz PC1 ose. S
druge strane, najnizi sadrzaj TPC i najniza vrednost AOA ekstrakta 8 (Tabela P1) uti¢u na njegovo
pozicioniranje u gornjem levom kvadrantu, takode odvojen od ostalih ekstrakata duz PC1 ose. Sa leve
strane duz PC1 ose na grafiku skorova pozicionirani su ekstrakti koji imaju nize vrednosti AOA u
poredenju sa ekstraktima koji su pozicionirani sa desne strane duz PC1 ose.

Preparati ¢uvarkudée i meda, svezi listovi cuvarkuée i ¢ist med

Antioksidativna aktivnost ekstrakata meda, svezih listova cuvarkuce i preparata uvarkuce i meda
odredena je DPPH testom. Dobijene vrednosti prikazane su grafi¢ki na Slici 30 i u Tabeli P8.
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Slika 30. Antioksidativna aktivnost odredena u ekstraktima preparata pripremljenim zakiseljenom
vodom (I-V nedelja) (a) i u ekstraktima preparata pripremljenim bez rastvaraca (I i V nedelja) (b)

AOA bagremovog meda iznosi 329,81 pmol TE/kg (B1), 110,37 umol TE/kg (B2) i 80,89 umol
TE/kg (B3), dok su vrednosti AOA livadskog meda 291,14 umol TE/kg (L1), 269,51 umol TE/kg
(L2) 1 1054,46 pmol TE/kg (L3). Visoku AOA ima ekstrakt svezih listova ¢uvarkuce pripremljen sa
zakiSeljenom vodom (1257,27 umol TE/kg), kao 1 ekstrakt pripremljen bez rastvaraca (1259,14 umol
TE/kg) (Slika 30, Tabela P8).
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Dodavanje svezih listova ¢uvarkuce u med ispoljilo je razli¢iti uticaj na AOA preparata. Kod
preparata sa bagremovim medom dodatak ¢uvarkuce uticao je na povecanje AOA u poredenju sa
¢istim medom, pri ¢emu je najvece povecanje primeceno u preparatima pripremljenim sa medovima
B2 i B3. Nasuprot tome, kod preparata sa livadskim medom, dodatak svezih listova ¢uvarkuce doveo
je do smanjenja AOA u poredenju sa ¢istim medom. Preparati pripremljeni bez kori§¢enja rastvaraca
pokazali su visu AOA, osim u slucaju preparata sa medom L3, kod koga je zabelezeno smanjenje.

Rezultati AOA su u direktnoj korelaciji sa rezultatima dobijenim za TPC. Ve¢i ukupan sadrzaj
fenola povezan je sa ja¢im ispoljavanjem antioksidativne aktivnosti ekstrakata. Ekstrakti svih
preparata pripremljeni bez rastvaraca pokazali su ve¢u AOA u prvoj i petoj nedelji ispitivanja u
poredenju sa ekstraktima istih preparata koji su pripremljeni sa zakiseljenom vodom. Ovakvi rezultati
potvrduju da je preparat stabilan tokom celog perioda ispitivanja. Pored toga, nacin pripreme
ckstrakata bez koris¢enja rastvaraca daje verodostojniji uvid u antioksidativnu aktivnost, s obzirom
na to da je to nacin na koji se preparat primenjuje u tradicionalnoj medicini.

4.2.1.2. HPTLC-antioksidativni testovi
OsusSeni listovi Cuvarkuée

U okviru ovog ispitivanja prvi put je odredena AOA pojedinacnih, razdvojenih jedinjenja
prisutnih u 70% etanolnim ekstrakatima osusenih listova ¢uvarku¢e na HPTLC ploc¢ama. Pored toga,
dva potpuno nova antioksidativna testa prvi put su optimizovana i razvijena HPTLC tehnikom
(HPTLC-TRP i HPTLC-TAC) [135].

HPTLC profil ekstrakata osusenih listova ¢uvarkuée razvijen je prethodno pomenutom mobilnom
fazom toluen : etil-acetat: mravlja kiselina u zapreminskom odnosu 5:4:1 (v/v/v), a zatim je svaka
HPTLC ploca derivatizovana odgovarajué¢im rastvorom u cilju dobijanja HPTLC antioksidativnih
profila. Dobijeni hromatogrami prikazani su na Slici 31.
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Slika 31. HPTLC antioksidativni profili ekstrakata listova ¢uvarkuce slikani pod vidljivim svetlom:
HPTLC-DPPH (a), HPTLC-ABTS (b), HPTLC-TRP (c), HPTLC-TAC (d) i HPTLC-FC (e)
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Na HPTLC-DPPH hromatogramu zone aktivnih jedinjenja manifestuju se kao Zute trake na
ljubicastoj pozadini (Slika 31a). Najjaci intenzitet pokazuju zona galne kiseline (GA) i jedinjenje
koje se nalazi na hRr 18. Takode se mozZe uociti slaba aktivnost zone na kojoj je identifikovan
kempferol (KAE). Pocetna zona svih ekstrakata, osim ekstrakta 8, pokazuje jaku AOA §to se pripisuje
visoko polarnim jedinjenjima kao Sto su polihidroksiflavonski glikozidi supstituisani sa jednim, dva
ili tri molekula Secera.

Aktivna jedinjenja na HPTLC-ABTS hromatogramu su ispoljena kao zone belo-zute boje
naspram tirkizne pozadine (Slika 31b). Na HPTLC-ABTS hromatogramu najjaci intenzitet su
ispoljile zona GA i jedinjenje na hRr 18, kao i pocetna zona. Zona koja odgovara KAE moze se uociti
u svim ekstraktima i nesto je jaceg intenziteta u poredenju sa zonom KAE koja se javlja na HPTLC—
DPPH hromatogramu. Pored navedenog, uocava se da slabu AOA pokazuje i jedinjenje koje se nalazi
na hRr 33.

Plave zone na zutoj pozadini predstavljaju jedinjenja koja ispoljavaju AOA na HPTLC-TRP
hromatogramu (Slika 31c). Na osnovu intenziteta plave boje GA i jedinjenje na hRr 18 ispoljavaju
najjacu AOA. | na ovom hromatogramu se uocava aktivha zona KAE razli¢itog intenziteta u
zavisnosti od koncentracije ovog jedinjenja u ekstraktima. Najintenzivnije ispoljena zona KAE nalazi
se u ekstraktima 4 i 7. Neidentifikovano jedinjenje na hRr 6 se prvi put jasno uoc¢ava na ovom
hromatogramu, a najja¢u AOA ispoljava u ekstraktu 8.

Na HPTLC-TAC hromatogramu uocava se veliki broj zona aktivnih jedinjenja duz celog
hromatograma (Slika 31d). Najintenzivnije su zone neidentifikovanih jedinjenja koja se nalaze na
hRr 33, 38, 86 i 92. Na ovom hromatogramu se moze uociti i zona GA koja ispoljava AOA ali dosta
slabijeg intenziteta u poredenju sa intenzitetom na ostalim HPTLC antioksidativnim
hromatogramima.

Na hromatogramu dobijenom HPTLC-FC testom formiraju se zone aktivnih jedinjenja koje su
plave boje na zutoj pozadini (Slika 31e). Galna kiselina daje zonu najjaceg intenziteta u ekstraktu 17.
Pored GA, aktivna jedinjenja nalaze se na hRr 33, 38, 86 i 92.

HPTLC-DPPH i HPTLC-ABTS hromatogrami pokazali su slicne antioksidativne profile
jedinjenja koja ispoljavaju AOA. Jadi intenzitet zona aktivnih jedinjenja na hromatogramu koji je
derivatizovan ABTS reagensom ukazuje na to da je ovaj test osetljiviji, $to je i ranije potvrdeno [103].
Profil dobijen na HPTLC-TRP hromatogramu podseca na prethodna dva hromatograma, s tim §to se
ispoljavaju zone nekoliko novih, aktivnih, neidentifikovanih jedinjenja. Ova tri hromatograma
izgledom najvise podseaju na hromatogram fenolnog profila nakon derivatizacije rastvorima
NEU+PEG (Slika 19a). S druge strane, HPTLC-TAC i HPTLC-FC hromatogrami na kojima se
pojavljuje veliki broj zona aktivnih jedinjenja su medusobno veoma sli¢ni. Svojim izgledom
podsecaju na hromatogram koji je dobijen derivatizacijom rastvorom anisaldehida (Slika 19b). Ovo
ukazuje na to da su rastvori koji se koriste za derivatizaciju hromatograma u slu¢aju HPTLC-TAC i
HPTLC-FC testa neselektivni i iz tog razloga reaguju sa ve¢im brojem razlicitih jedinjenja Cija se
AOA manifestuje u ve¢em broju aktivnih zona. Oba ova testa su vremenski 1 temperaturno zavisna.

Antioksidativni odgovor, procenjen direktnim HPTLC-AO testovima, zavisi od nekoliko faktora,
ukljucujuéi potencijal pojedinacnih jedinjenja da ispolje antioksidativnu aktivnost. Efikasnost
aktivnih jedinjenja, kao i intenzitet njihovih zona na hromatogramu, mogu da zavise od koncentracije
jedinjenja u odredenoj zoni, interakcije sa stacionarnom fazom, kao i od reakcije sa derivatizacionim
reagensom. Ciesla i saradnici su istakli zna¢aj izbora stacionarne faze za ispoljavanje antioksidativne
aktivnosti pojedinacnih fenolnih jedinjenja [144]. Na stacionarnoj fazi silika—gela, fenolne kiseline,
ukljucujuéi galnu kiselinu (GA), ispoljavaju najintenzivniju antioksidativnu aktivnost [144], pri cemu
se u okviru ovog ispitivanja zona GA pojavljuje kao dominantno aktivna u svim ekstraktima.
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Razlike u rezultatima antioksidativne aktivnosti dobijenim spektrofotometrijskim testovima i
HPTLC metodom mogu se objasniti razli¢itim pristupom: spektrofotometrijski testovi procenjuju
antioksidativnu aktivnost celokupnog ekstrakta, gde dolazi do medusobnih sinergisti¢kih ili
antagonistickih efekata svih prisutnih jedinjenja. Nasuprot tome, HPTLC metoda omogucava
evaluaciju aktivnosti pojedinac¢nih razdvojenih jedinjenja ili frakcija, sto moze dovesti do razli¢itih
rezultata u pogledu antioksidativnog odgovora. Ovakav kombinovani pristup ne samo da pruza uvid
u slozeni hemijski profil ekstrakata, ve¢ i omogucava identifikaciju kljucnih bioaktivnih jedinjenja
koja doprinose ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti.

Analizom glavnih komponenata za svaki pojedina¢no obradeni hromatogram dobijeni su modeli
opisani sa cetiri glavne komponente. Procenat varijabiliteta koji je opisan glavnim komponentama
pojedinacnih hromatograma dat je u Tabeli P9. Grafici skorova (Slika 32) i vektora (Slika 33)
latentnih varijabli konstruisani su na osnovu prve dve glavne komponente PC1 i PC2.

a Samples/Scores Plot of data b X107 Samples/Scores Plot of data
0.015F T T T . : T T T
- ¥ ScoresonPC 2 (21.11%) -1 Scores on PC 2 (19.11%)
- - — — 95% Confidence Level ; - -~ — — 95% Confidence Level
0.01¢ e | ™ ] - | 3 ~
2 / " N g 4 ! R
T 0005 / w13 Vs ooes S 44 w17 v A
o / g | 2 / ¥i6 8 ¥
o [ hill] _‘2 -3 o f 5%
I o= ———wy —— — 1T — ¥ ——— o Of—————5 ¢ P——————— 4+
o | Oy | i a | B
= v 18 5 < 7wl 4 }
% 0005f 19 AR A A 11 J
g N 7z 507N | vie
3 \ e 3 N | v
v e | - — \vﬁ | . W20
00151 L“T‘_’ “*—T_._-F—/
L L L L 45k . L . L . L .
-002 -0.01 0 001 0.02 15 A 05 0 05 1 15 2

Scoreson PC 1 (45.95%) Scores onPC 1 (40.32%)

x10°
c Samples/Scores Plot of data
¥ Scores on PC 2 (20.91%) [~ —.
0.01r — — 959 Confidence Level ey vi 7
N s | AN
F o005t [ Y2
& ) 3 A
g / e ¥17 \‘
a0 4 Py -1+
o | Tiovs ™Yy .,
= y a1 vao !
o
g 0005p \ \ wis /
g AN \ e
@ . v | -
-0.01r S ‘ ~
S~ 4 ¥1g
T R R
-0015 -001 -0.005 0 0005 001 0015 002
Scores on PC 1 (38.39%)
d Samples/Scores Plot of data e Samples/Scores Plot of data
= ¥ ScoresonPC 2 (14.08%) e ‘—J ¥ Scoreson PC 2 (27.83%)
001} —~ — — 95% Confidence Level 0.015 - || — — 95% comdence Level
- - E 4 |
v vl ™~ e ™~
F | vi2 \ L Y | N
o 0005) // vg ‘ vloB / v | 12 \
= 2 o005 1
5 / 5% | yi5 V10 Ve ovis I v
iiiii 13' 0 _¥. I o 6 vl
g 01 v9'14‘ E i 1 ) nflffffjlmf ————— —w20 —
< \ o ! 13 4 19 /
1 \ | i3 / c | ¥2 11
o -
§ 0005k \ ¥is5 Y11 w 0.005 \ | / q
g vi7 \ J 2 w10 /
@ \ 3 |
. \ - & 001 hS | S
001t R \ vi_ e | P
~— \ . 2015 ~—_ -
‘ . T, ‘ v
002 001 0 001 0.02 002 M A R L
Scores on PC 1 (55.53%) 0015 001 0005 0 0005 001 0015 002

Scoreson PC 1 (34.83%)

Slika 32. Grafici skorova latentnih varijabli konstruisani na osnovu glavnih komponenata PC1 i PC2
za svaki pojedina¢ni HPTLC antioksidativni hromatogram: HPTLC-DPPH (a), HPTLC-ABTS (b),
HPTLC-TRP (c), HPTLC-TAC (d) i HPTLC-FC (e)
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Grafici skorova latentnih varijabli za hromatograme HPTLC-DPPH, HPTLC-ABTS i HPTLC-
TRP pokazuju sli¢ne obrasce razdvajanja medu ekstraktima (Slika 32a, b, ¢). Ekstrakti 18, 19 i 20
formiraju grupu u donjem levom kvadrantu (Slika 32a), dok su isti ovi ekstrakti pojedinacno
rasporedeni na preostala dva grafika skorova latentnih varijabli (Slika 32b, c). Na granici 95% nivoa
pouzdanosti Hotelingove elipse nalaze se ekstrakt 20 na HPTLC-ABTS grafiku skorova (Slika 32b)
kao i ekstrakt 19 na HPTLC-TRP grafiku skorova (Slika 32c). Na HPTLC-ABTS grafiku skorova
uocava se izdvajanje ekstrakata 1 — 3 od ostalih ekstrakata, dok je ekstrakt 1 pozicioniran izvan
granica 95% nivoa pouzadnosti Hotelingove elipse na HPTLC-TRP grafiku skorova. Ekstrakt 8
pozicioniran je u donjem levom kvadrantu na sva tri grafika skorova tako da je odvojen od svih ostalih
ekstrakata, a na HPTLC-DPPH grafiku skorova pozicioniran je izvan granica Hotelingove elipse.
Ostali ekstrakti su grupisani u centralnom delu ova tri grafika skorova (Slika 32a, b, c). Sa grafika
vektora latentnih varijabli za ova tri HPTLC antioksidativna testa (Slika 33) uocava se da najvazniji
uticaj na ovakvu klasifikaciju ekstrakata duz obe ose imaju GA i jedinjenje na hRr 18. Pored toga,
IQUE i AST imaju uticaj na razdvajanje ekstrakata kod HPTLC-ABTS testa, dok jedinjenje na hRr
33 ima uticaj na razdvajanje ekstrakata u slu¢aju HTPLC-TRP testa.

Na graficima skorova za HPTLC-TAC i HPTLC-FC hromatograme (Slika 32d, €) uocava se da
su ekstrakti siroko rasporedeni duz obe ose. Ekstrakt 8 se izdvaja od ostalih ekstrakata i nalazi se van
granica Hotelingove elipse na grafiku skorova za HPTLC-FC hromatogram (Slika 32e). Na
razdvajanje ekstrakata utice veci broj zona aktivnih jedinjenja koje se pojavljuju na HPTLC-TAC i
HPTLC-FC hromatogramima, $to dovodi do toga da ekstrakti ne formiraju jasne grupe, ali se moze
uociti da se neki ekstrakti ipak izdvajaju u odnosu na druge. Grafici vektora latentnih varijabli isti¢u
da su GA, kao i neidentifikovana jedinjenja na hRr 18, 86 i 92, markeri koji imaju uticaj na
razdvajanje ekstrakata duz obe ose za ova dva testa (Slika 33). Pored toga, na razdvajanje ekstrakata
na grafiku skorova za HPTLC-TAC hromatogram uti¢u i IQUE, AST, CA kao i neidentifikovana
jedinjenja na hRe 33 i 38. Ovakvi rezultati potvrduju da drugacija jedinjenja ispoljavaju AOA na
HPTLC-TAC i HPTLC-FC hromatogramima u poredenju sa rezultatima dobijenim sa HPTLC-
DPPH, HPTLC-ABTS i HPTLC-TRP hromatograma.
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Slika 33. Grafici vektora latentnih varijabli konstruisani na osnovu glavnih komponenata PC1 i PC2
za svaki pojedinac¢ni HPTLC antioksidativni hromatogram
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Preparati ¢uvarkudée i meda, sveZi listovi cuvarkude i ¢ist med

Antioksidativna aktivnost ekstrakata meda, svezih listova cuvarkuce 1 preparata Cuvarkuce i meda
odredena je HPTLC metodom, koriste¢i rastvor DPPH reagensa za derivatizaciju hromatograma i
vizualizaciju zona aktivnih jedinjenja koje su manifestovane kao Zute zone naspram ljubicaste
pozadine. Rezultati HPTLC—DPPH antioksidativnog testa prikazani su na Slici 34.
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Slika 34. HPTLC-DPPH antioksidativni profil dokumentovan pod vidljivim svetlom: ekstrakti
preparata sa bagremovim medom pripremljeni sa zakiSeljenom vodom (@), ekstrakti preparata sa
livadskim medom pripremljeni sa zakiSeljenom vodom (b), ekstrakti preparata sa bagremovim i
livadskim medom pripremljeni bez rastvaraca, S1 — smeSa standarda izokvercetina (IQUE),
astragalina (AST), galne kiseline (GA), kofeinske kiseline (CA) i kempferola (KAE), S2 — smesa
standarda neohlorogene kiseline (NCGA) i eskuletina (AET), P — pinocembrin, G — galangin (c)

Ekstrakti Cistog bagremovog meda ispoljavaju zone jaceg intenziteta od ekstrakata Cistog
livadskog meda (Slika 34). Dominantne zone koje ispoljavaju AOA u ekstraktu B1 su jedinjenja hRe
84 (AET), 87 (CA) i 96 (G). Ova tri jedinjenja uocavaju se kao aktivne zone slabijeg intenziteta i u
druga dva ekstrakta bagremovog meda B7 1 B13. Zona NCGA pokazuje najjacu AOA u ekstraktu B7,
dok se u ekstraktima B1 i B13 ne uo¢ava njena aktivnost (Slika 34a). S druge strane, zone aktivnih
jedinjenja ekstrakata ¢istog livadskog meda su slabije. U sva tri ekstrakta livadskog meda (L1, L7 i
L13) uocava se jako slaba AOA jedinjenja AET, CA i1 G. Pored ovih jedinjenja, u ekstraktu L1 se
uocava najjaca aktivnost zone NCGA (Slika 34b). Ekstrakti cuvarkuce imaju najbogatiji AOA profil
u kojem se uocava veci broj zona aktivnih jedinjenja. Najvecu aktivnost pokazuju zone na hRr 67,
73179 (GA), a nesto slabijeg intenziteta su zone na hRr 45 (IQUE) i 54 (AST).
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Na sva tri hromatograma se uocava slican obrazac u antioksidativnom profilu ekstrakata
preparata cuvarkuce i meda (Slika 34). Profil sa najintenzivnijim zonama imaju ekstrakti preparata
od bagremovog meda iz grupe B14-B18, zatim ekstrakti B8-B12 i najslabiji antioksidativni profil
imaju ekstrakti B2-B6. Zona GA pokazuje najjacu AOA u svim ekstraktima preparata Sa bagremovim
medom. Zone u ekstraktu B10 su najjace u poredenju sa ostalim ekstraktima iz te grupe (B8-B12), i
pored GA, uocava se jaka aktivna zona NCGA koja potiCe iz meda od kojeg je preparat napravljen
(B7). U grupi ekstrakata B14—B18 najjace zone ima ekstrakt B15, u kome pored GA, jak intenzitet
ispoljavaju i zone na hRr 67, 73, 79 (GA) i 87 (CA), kao i zona na hRr 71, koja se uocava i na
fenolnom profilu ekstrakata preparata, ali je nema u ekstraktima medova (Slika 21a, Slika 34a).
Antioksidativni profil ekstrakata preparata sa livadskim medom ima veliki broj zona aktivnih
jedinjenja slabijeg intenziteta. Najveca AOA ispoljena je u ekstraktima L8-L12, a najslabija u
ekstraktima L14-L.18. Aktivne zone razli¢itog intenziteta mogu se uoditi u svim ekstraktima na hRr
67, 79 (GA), 87 (CA) 1 96 (G). Ekstrakti L3 i L4 daju zone jaceg intenziteta u poredenju sa ostalim
ekstraktima iz te grupe (L2-L6). Najjaci intenzitet imaju zone GA i G, dok se u ekstraktu L3 po
intenzitetu izdvaja i zona na hRr 67. U grupi ekstrakata L8-L12, ekstrakti L9 1 L11 ispoljavaju najveéi
broj zona (L9) ili zone najveceg intenziteta (L11). U ekstraktu L9 uocavaju se zone na hRr 31
(NCGA) i 67 koje ispoljavaju najjau AOA u poredenju sa drugim ekstraktima iz ove grupe. U
ekstraktu L11 zona GA pokazuje najjaci intenzitet u odnosu na ostale ekstrakte iz ove grupe, alii u
odnosu na sve ostale ekstrakte preparata sa livadskim medom (Slika 34b). Na antioksidativnom
profilu ekstrakata sa bagremovim i sa livadskim medom koji su pripremljeni bez koris¢enja rastvaraca
zone aktivnih jedinjenja su slabije ispoljene (Slika 34c). U vecini ovih ekstrakata pored jedinjenja u
pocetnoj zoni, najaktivnija je zona GA, a zatim zona jedinjenja na hRr 67.

PCA model opisan je sa Sest glavnih komponenata koje opisuju 76,50% ukupnog varijabiliteta
medu podacima (PC1 — 23,35%, PC2 — 18,12%, PC3 — 14,44%, PC4 — 8,68%, PC5 — 6,85% i PC6 —
5,06%). Grafik skorova latentnih varijabli konstruisan na osnovu komponenti PC1 i PC2, kao i grafici
vektora latentnih varijabli prikazani su na Slici 35.

Samples/Scores Plot of data

a
002

4  Bagrem b.r.

m  Cuvarkuca
Cuvarkuca b.r.
Livadab.r.
Bagrem c+m

0.015 a
LJ
@ Bagrem med
v
+

0.01
Livada c+m

Livada med
— — 95% Conf Level

0.005

Scores on PC 2 (18.12%)

0015

L I I I I
-003 -0.02 -0.01 0 0.01 0.02 0.03 0.04
Scores on PC 1 (23.35%)

Variables/Loadings Plot for data
0.15 € o1

01

0.05

PC 1 (23.35%)
PC 2 (18.12%)

¥ L L L L L L L L r L L L L L L L L L
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Vari

Slika 35. Analiza glavnih komponenata HPTLC-DPPH hromatograma: grafik skorova latentnih
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(©)
70



Milica Jankov Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

Na grafiku skorova latentnih varijabli uocava se medusobno razdvajanje ekstrakata Cistih
medova i Ciste Cuvarkuce od ekstrakata preparata ¢uvarkuce i meda (Slika 35a). Svi ekstrakti Cistih
medova nalaze se u donjem desnom kvadrantu na grafiku skorova latentnih varijabli. Ekstrakti
bagremovog meda ne formiraju uniformnu grupu i medusobno se odvajaju zbog ispoljavanja
razli¢itih aktivnih zona. Ekstrakt B1 se nalazi izvan granica 95% nivoa pouzdanosti Hotelingove
elipse. Ekstrakti B1 i B7 razdvajaju se na osnovu zona na hRr > 80 koje su aktivnije u ekstraktu B1 i
na osnovu zone na hRr 31 (NCGA) koja je dominantna u ekstraktu B7. Svi ekstrakti livadskog meda
formiraju uniformnu grupu. Ekstrakt L1 ima najja¢e izrazenu zonu NCGA, dok ekstrakti L7 i L13
imaju sli¢an AO profil bez izdvajanja neke karakteristicne zone. Ekstrakti cuvarkude sa zakiSeljenom
vodom pozicionirani su u gornjem levom kvadrantu, dok se ekstrakt cuvarkuce bez rastvaraca nalazi
u donjem levom kvadrantu. Ovi ekstrakti odvojeni su duz PC2 ose.

PCA modelom ekstrakti preparata ¢uvarkuce i meda razdvojeni su na osnovu naéina pripreme
ekstrakata — sa zakiSeljenom vodom ili bez rastvaraca. U ovom slucaju izbor meda od kojeg su
napravljeni preparati nije imao uticaj na razdvajanje ekstrakata. Ekstrakti preparata sa zakiseljenom
vodom pozicionirani su u centralnom i pretezno gornjem delu grafika skorova latentnih varijabli. U
donjem levom kvadrantu pozicionirani su ekstrakti preparata pripremljeni bez rastvarac¢a. Ekstrakti
preparata sa livadskim medom pripremljeni i sa zakiSeljenom vodom i bez rastvaraca daju
uniformnije grupe na grafiku skorova latentnih varijabli iz razloga §to su njihovi AO profili veoma
sli¢ni, gde nijedna aktivna zona ne dolazi do izrazaja. Na AO profilima ekstrakata preparata sa
bagremovim medom pripremljenih sa zakiSeljenom vodom pojedina¢ne aktivne zone su jaceg
intenziteta. Na ovakvo odvajanje ekstrakata preparata uticala su jedinjenja koja se nalaze na hRr 67,
79 (GA), 87 (CA) i 96 (G).

4.2.1.3. Teorija funkcionala gustine (DFT)

Da bi se stekao uvid u mehanizme uklanjanja radikala pojedinac¢nih jedinjenja iz ekstrakata
listova ¢uvarkuce koja su identifikovana HPTLC—-antioksidativnim testovima, BDE i IP su izracunati
kao molekulski deskriptori HAT i SET mehanizama koriste¢i DFT sa M06-2X funkcionalnim i 6—
31+ G(d,p) osnovnim skupom. Izracunate vrednosti BDE 1 IP u gasnoj fazi, vodi 1 pentil-etanoatu za
jedinjenja CA, GA, KAE, AST, QUE i IQUE navedene su u Tabeli 5. Efekti solvatacije uzeti su u
obzir simulacijom fizioloskih uslova u vodi i simulacijom lipidnog okruzenja ¢éelijske membrane
pentil-etanoatom.

Nize vrednosti BDE u odnosu na IP vrednosti u sva tri okruzenja za svih Sest jedinjenja ukazuju
na to da je HAT mehanizam povoljniji mehanizam uklanjanja slobodnih radikala. Hidroksilna grupa
na trecem atomu C prstena pokazuje najjaci antioksidativni kapacitet sa BDE od 76,64 kcal/mol u
gasnoj fazi §to je sli¢no kao kod molekula resveratrola (76,58 kcal/mol) [145]. Takode, vrednosti IP
Su nize u vodi u poredenju sa IP vrednostima gasne faze 1 pentil-etanoata jer voda ima najveci
stabilizuju¢i efekat na polarne intermedijere koji se formiraju u prvom koraku SET-PT procesa
(Tabela 5). Najnize vrenosti IP su dobijene za kofeinsku kiselinu u vodi $to znac¢i da CA ima najveci
afinitet prema SET mehanizmu. Pored toga, slicne BDE vrednosti za 3—OH i 4-OH grupu galne
kiseline ukazuju na to da GA ima dve podjednako moéne HAT grupe.
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Tabela 5. BDE i IP izracunati za nekoliko antioksidanasa prisutnih u ¢uvarku¢i pomo¢u M06-2X/6—
31G+(d,p) metode u gasnoj fazi i SMD modeli vode i pentil etanoata. Sve energije su date u kcal/mol.
Apstraktna mesta za vezivanje vodonika (HAT) navedena su u prvoj koloni.

\ll_(lﬂzl_lrjjr?‘]nejs{ 0 B D Egasna faza | Pgasna faza B D Evoda | oncla B D Epentil—etanoat | Ppentil—etanoat
CA, 3-OH 89,60 185,16 86,63 134,90 87,08 146,79
CA, 4-OH 78,66 83,26 79,51

GA, 3-OH 84,01 191,76 87,85 140,54 84,67 154,36
GA, 4-OH 83,28 84,36 82,44

KAE, 7-OH 108,71 178,28 101,07 136,49 98,67 146,22
KAE, 4-0OH 108,53 96,17 94,44

KAE, 3-OH 71,77 80,90 78,23

AST, 7-OH 108,51 184,51 101,76 143,40 99,28 153,04
AST, 4—OH 90,74 91,97 90,11

QUE, 7-OH 108,73 177,98 101,09 136,46 98,75 146,24
QUE, 3-OH 76,64 80,85 77,62

QUE, 3’-OH 81,74 85,83 82,41

QUE, 4-0OH 89,20 86,90 87,20

IQUE, 7-OH 108,64 182,54 101,81 138,63 99,51 150,11
IQUE, 3°-OH 90,76 87,48 88,22

IQUE, 4’—OH 81,59 85,29 82,04

2D prikaz raspodele gustine spina (eng. spin density, SD) je kori§¢en da bi se vizuelno uocio
stepen delokalizacije spina i relativna stabilnost razli¢itih radikala koji su se pokazali korisnim za
razumevanje antioksidativnin mehanizama. Na Slici 36 dat je 2D prikaz raspodele SD za dva
najstabilnija KAE radikala i jedan AST radikal.

b 0.114 OH
0.025 ot
HO. 0039

c | 0.079

Slika 36. 2D prikaz raspodele gustine spina za KAE 4°-O radikal (a), KAE 3-O radikal (b) i AST
4’—Q radikal (c)
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Uocava se da radikal na C prstenu ima najveéi stepen SD delokalizacije sa vise od 69%
rasporedenog SD po celoj strukturi molekula (Slika 36b). Suprotno, radikal na B prstenu ima 52%
delokalizovanog SD prvenstveno kroz B prsten sa zanemarljivim transferom na A i C prstenove
(Slika 36a). Ova vrsta delokalizacije spina je primecena i u molekulu AST gde se radikal nalazi na
B prstenu (Slika 36¢c). Analiza optimizovane geometrije osnovnih stanja i odgovarajucih radikala
ukazuje na to da je torzija izmedu B i C prstenova u aglikonu vec¢a nego u glikozidima (Tabela 6).
Dok su apstraktna mesta za vezivanje vodonika u B prstenu imala mali uticaj na geometriju molekula,
postojanje ovih mesta na C prstenu dovodi do planarnosti oba aglikona, §to rezultuje dobrom
rezonantnom stabilizacijom radikala.

Tabela 6. Torzioni ugao izmedu B i C prstenova kempferola, kvercetina i njihovih 3—O glukozida.

Torzioni ugao 0, ° KAE AST QUE IQUE

Osnovno stanje 42,22 32,19 41,23 31,55
Radikal, B prsten 41,60 29,19 40,81 29,13

Radikal, C prsten 0,02 / 0,01 /

U ranijim istrazivanjima je na osnovu DFT proracuna na nivou teorije B3LYP/6-31+G (d,p)
zakljuceno da glikozilovanje 3—OH grupe kempferola i kvercetina nije znac¢ajno uticalo na BDE i IP
u poredenju sa osnovnim molekulima [146]. Rezultati dobijeni u okviru ovog ispitivanja ukazuju na
to da dolazi do smanjenja antioksidativnog kapaciteta molekula ukoliko je 3—OH grupa na C prstenu
flavonoida blokirana vezanim glikozidima, kao i do smanjenja verovatno¢e SET mehanizma usled
povecanja IP za 2 — 5 kcal/mol. Nizi antioksidativni kapacitet glikozida u poredenju sa aglikonima je
u ranijim istraZivanjima eksperimentalno potvrden [33]. Sentjurc (Sentjurc) i saradnici su primenom
elektron—paramagnetne rezonantne (EPR) spektroskopije zaklju¢ili da KAE i AST doprinose
antioksidativnoj aktivnosti ekstrakta listova cuvarkuce s tim Sto je KAE moc¢niji antioksidans jer
blokira formiranje hidroksilnih radikala za 76% u poredenju sa AST koji blokira formiranje
hidroksilnih radikala za 49% [33].
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4.2.2. Antidijabetska aktivnost
4.2.2.1. Spektrofotometrijsko odredivanje antidijabetske aktivnosti

Inhibitorna aktivnost na enzim a—amilazu ispitana je za tri razliCite koncentracije dvadeset
etanolnih ekstrakata osuSenih listova Cuvarkuce: 1 mg/mL, 5 mg/mL i 10 mg/mL. Izraunate
vrednosti procenta inhibicije a—amilaze prikazane su u Tabeli 7.

Tabela 7. In vitro ispitivanje inhibitorne aktivnosti ekstrakata na enzim a—amilazu

Br. C =1mg/mL C =5 mg/mL C =10 mg/mL
ekstrakta  procenat inhibicije (%)
1 — 3,65 29,47
2 — 2,65 30,19
3 — 1,38 38,37
4 4,91 12,97 40,26
5 5,37 27,33 49,07
6 — 5,42 47,83
7 8,95 13,33 45,97
8 — 18,82 47,28
9 — 16,29 41,93
10 — 20,00 47,21
11 1,44 19,60 54,63
12 8,73 24,77 65,17
13 1,19 25,31 53,18
14 6,21 25,55 53,03
15 — 17,45 43,10
16 — 5,55 45,23
17 — 3,56 51,43
18 2,29 13,01 47,46
19 1,63 19,90 64,29
20 — 11,50 57,32

* — Antidijabetska aktivnost nije detektovana

Rezultati pokazuju zavisnost inhibicije enzima a—amilaze od koncentracije ekstrakata. Pri
najnizoj koncentraciji ekstrakata od 1mg/mL najveci procenat inhibicije pokazali su ekstrakti 7 1 12
(8,95% i 8,73%, redom). U ovim ekstraktima je kvantifikovan najvec¢i sadrzaj kvercetina i kempferola
koji ostvaruju jaku inhibitornu aktivnost na ispitivani enzim [147]. Cak jedanaest ekstrakata pri
najnizoj ispitanoj koncentraciji nije pokazalo inhibitornu aktivnost. Pri koncentraciji od 5 mg/mL svi
ekstrakti su pokazali odredenu inhibitornu aktivnost. Procenat inhibicije a—amilaze od strane
ekstrakata koncentracije 5 mg/mL je u opsegu 1,38 — 27,33%. Najnizi procenat inhibicije pokazuje
ekstrakt 3. S druge strane, ekstrakt 5 ispoljio je najveci procenat inhibicije, a zatim slede ekstrakti 12
(24,77%), 13 (25,31%) i 14 (25,55%). Sa porastom koncentracije ispitivanih ekstrakata raste i
procenat inhibicije enzima. Tako su ekstrakti sa najve¢om koncentracijom od 10 mg/mL pokazali
najvecu inhibitornu aktivnost. Ekstrakti 1 i 2 ostvaruju najnizi procenat inhibicije koji iznosi 29,47%
130,19%, redom. Ekstrakti sa najve¢im procentom inhibicije o—amilaze su 12 1 19 (65,17% i 64,29%,
redom). Pored ovih ektrakata jos pet ekstrakata (11, 13, 14, 17 i 20) je ispoljilo inhibitornu aktivnost
iznad 50%.

Flavonoidi i njihovi glikozidi su najbrojnija grupa jedinjenja u ekstraktima listova ¢uvarkuce, a
njihova inhibitorna aktivnost prema a—amilazi u velikoj meri zavisi od prisutnih hidroksilnih grupa.
Ove grupe omogucavaju formiranje vodoni¢nih veza, koje su klju¢ne za postizanje inhibitornog
efekta [148]. Ipak, Takahama i saradnici sugeri$u da o—amilaza ima najmanje dva mesta za vezivanje
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flavonoida: jedno mesto ostvaruje vezivanje putem vodoni¢nih veza, dok drugo mesto omogucava
hidrofobne interakcije, $to dodatno doprinosi inhibitornoj aktivnosti flavonoida [149]. Inhibitorna
aktivnost flavonolnih aglikona raste slede¢im redosledom: kempferol < kvercetin < miricetin [149].
Flavanonoli taksifolin i aromadendrin, takode, inhibiraju aktivnost o—amilaze [149, 150]. Fenolne
kiseline prisutne u ekstraktima ¢uvarkuce, kao $to su neohlorogena (NCGA), p-kumarinska (PCOA),
kofeinska (CA) i galna kiselina (GA), potvrdeno ispoljavaju antidijabetsku aktivnost inhibirajuci
enzim o—amilazu. Klju¢na karakteristika ovih kiselina je broj hidroksilnih grupa, pri ¢emu veéi broj
hidroksilnih grupa doprinosi snaznijoj aktivnosti. Kao rezultat toga, NCGA je najaktivniji derivat
hidroksicimetne kiseline, dok je GA najaktivniji derivat hidroksibenzoeve kiseline [151]. Takode,
pirogalol tip katehina koji su identifikovani u ovim ekstraktima (jedinjenja 2 i 8) takode pokazuju
antidijabetsku aktivnost [151].

Medutim, spektrofotometrijskom metodom se moze dobiti uvid u ukupan doprinos
antidijabetskoj aktivnosti ekstrakata svih prisutnih jedinjenja bez mogucénosti identifikacije
specifi¢nih jedinjenja koja ispoljavaju ovu aktivnost. Zbog toga je antidijabetski test izveden i1 na
HPTLC ploc¢i, $to omoguéava odvajanje i identifikaciju aktivnih komponenata unutar kompleksnih
sme$a. Ovaj pristup omogucava i poredenje aktivnosti jedinjenja na osnovu veli¢ine i intenziteta
njihovih zona na HPTLC plo¢i.

4.2.2.2. HPTLC-antidijabetski test
OsusSeni listovi Cuvarkuée

Prvi put je HPTLC metodom ispitana antidijabetska aktivnost (ADA) ekstrakata osuSenih listova
Cuvarkuce (50 mg/mL) na enzim o—amilazu. Izvodenje antidijabetskog testa na HPTLC plo¢ama ima
za cilj da iz slozenog matriksa ekstrakta jasno identifikuje one zone aktivnih jedinjenja koja
ispoljavaju antidijabetsku aktivnost. Hromatogram je najpre razvijen mobilnom fazom toluen : etil-
acetat : mravlja kiselina u odnosu 5:4:1 (v/v/v), a zatim derivatizovan rastvorima za izvodenje HPTLC
antidijabetskog testa. Antidijabetski profil ekstrakata na kojem su zone aktivnih jedinjenja ljubicaste
boje naspram bele pozadine prikazan je na Slici 37.
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Slika 37. HPTLC-antidijabetski profil ekstrakata listova ¢uvarkué¢e dokumentovan pod vidljivim
svetlom

HPTLC—antidijabetskim testom dobijen je slican profil svih dvadeset ekstrakata listova
cuvarkuce. Sa hromatograma se ocitava da ADA na enzim o—amilazu ispoljavaju jedinjenja koja se
nalaze na hRg 3, 13, 60 1 92 (Slika 37). Zone najjaceg intenziteta imaju jedinjenja na hRr 13 i 60, dok
jedinjenje na hRr 92 daje Siroku zonu slabijeg intenziteta. Uocavaju se i dve bledoljubicaste zone na
hRr 431 72. Zona na hRr 43 uocava se u svim ekstraktima, dok se zona na hRr 72 najbolje uocava u
ekstraktu 7. Intenzivna ljubiCasta boja na polaznoj mrlji ukazuje na jaku antidijabetsku aktivnost
hidrofilnih jedinjenja prisutnih u ekstrakatima, koja nisu bila efikasno razdvojena primenjenim
hromatografskim uslovima. Primenom UPLC-LTQ OrbiTrap MS tehnike identifikovan je veliki broj
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glikozida kempferola i kvercetina, koji mogu da ostvaruju inhibitorni efekat na enzim o—amilazu
[149].

Model dobijen analizom glavnih komponenata sastoji se iz ¢etiri glavne komponente koje opisuju
80,97% ukupnog varijabiliteta medu podacima (PC1 — 42,63%, PC2 — 20,47%, PC3 — 9,87% i PC4
— 8,00%). Na Slici 38 prikazani su grafik skorova i grafik vektora latentnih varijabli konstruisanih

na osnovu PC1 i PC2.
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Slika 38. Analiza glavnih komponenata za HPTLC-antidijabetski profil: grafik skorova latentnih
varijabli (a), grafik vektora latentnih varijabli za PC1 (b), grafik vektora latentnih varijabli za PC2
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Na grafiku skorova latentnih varijabli uocava se izdvajanje ekstrakata 1, 19 i 20 na levoj strani
grafika, odvojeno od ostalih ekstrakata duz PC1 ose (Slika 38a). Ekstrakti 1 i 19 su pozicionirani u
gornjem levom kvadrantu, dok je ekstrakt 20 pozicioniran u donjem levom kvadrantu na granici 95%
nivoa pouzdanosti Hotelingove elipse. Na graficima vektora latentnih varijabli predstavljen je uticaj
pojedina¢nih zona na razdvajanje ekstrakata (Slika 38b, c). Ekstrakti 1, 19 i 20 imaju slabije izrazenu
zonu jedinjenja na hRr 92 $to je uticalo na njihovo pozicioniranje sa leve strane grafika skorova.
Takode se moze uociti izdvajanje ekstrakata 3—6 u gornjem desnom kvadrantu grafika skorova. Na
njihovo izdvajanje od ostalih ekstrakata uti¢e jace izrazena zona jedinjenja na hRr 13 (Slika 38c).
Zona jedinjenja na hRr 92 je najintenzivnije izraZzena u ekstraktima 13—15 i ostvaruje uticaj na njihovo
pozicioniranje u donjem desnom kvadrantu (Slika 38D, c).

HPTLC antidijabetski profil ekstrakata osusenih listova cuvarkuce (50 mg/mL) ukazuje na to da
su u svim ekstraktima prisutna ista jedinjenja koja ispoljavaju antidijabetsku aktivnost, ali u razli¢itim
koncentracijama $to se zakljuuje na osnovu intenziteta i veli¢ine zona (Slika 37). Razlike u
intenzitetu i veli¢ini zona dovele su do delimi¢nog razdvajanja ekstrakata na grafiku skorova latentnih
varijabli. HPTLC-DB metodom se isticu samo ona jedinjenja koja ispoljavaju aktivnost u vidu
aktivnih zona, s druge strane, spektrofotometrijom se dobijaju podaci o aktivnosti celokupnog
ekstrakta u kojem prisutna jedinjenja medusobno u matriksu mogu da ostvaruju sinergisticke ili
antagonisticke efekte.
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Preparati ¢uvarkudée i meda, sveZi listovi cuvarkude i ¢ist med

Antidijabetska aktivnost ekstrakata meda, svezih listova ¢uvarkuce i preparata cuvarkuce i meda
ispitana je o—amilaza testom na HPTLC plo¢ama. Aktivna jedinjenja manifestovana su kao zone
ljubicaste boje naspram bele pozadine, a dobijeni HPTLC—-amilaza hromatogrami su prikazani na
Slici 39.
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Slika 39. HPTLC—amilaza antidijabetski profil dokumentovan pod vidljivim svetlom: ekstrakti
preparata sa bagremovim medom pripremljeni sa zakiseljenom vodom (a), ekstrakti preparata sa
livadskim medom pripremljeni sa zakiSeljenom vodom (b), ekstrakti preparata sa bagremovim i
livadskim medom pripremljeni bez rastvaraca, S1 — smeSa standarda izokvercetina (IQUE),
astragalina (AST), galne kiseline (GA), kofeinske kiseline (CA) i kempferola (KAE), S2 — smesa
standarda neohlorogene kiseline (NCGA) i eskuletina (AET), P — pinocembrin, G — galangin (c)

HPTLC—antidijabetski profili ekstrakata meda, svezih listova ¢uvarkuce i preparata ¢uvarkuce i
meda pokazuju slabu aktivnost (Slika 39). Najveca aktivnost se uo¢ava na hromatogramu na kojem
je razvijen profil ekstrakata preparata sa bagremovim medom Kkoji su ekstrahovani zakiseljenom
vodom (Slika 37a). Ekstrakti preparata sa livadskim medom pripremljeni sa zakiseljenom vodom
imaju slabiju antidijabetsku aktivnost sa par aktivnih zona slabog intenziteta (Slika 37b), dok
ekstrakti preparata pripremljeni bez rastvara¢a pokazuju najslabiju aktivnost (Slika 37c¢). Zona
aktivnog jedinjenja na hRr 87 koja odgovara kofeinskoj kiselini (CA) prisutna je u svim ispitanim
ekstraktima. U ekstraktima bagremovog i livadskog meda, kao i u ekstraktu svezih listova ¢uvarkuce
bez rastvaraca, uo€ava se samo aktivnost zone CA, dok se u ekstraktima cuvarkuce sa zakiSeljenom
vodom jedinjenja koja pokazuju aktivnost nalaze na hRe 13, 67, 84 (AET) i 87 (CA).
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Na hromatogramu ekstrakata preparata sa bagremovim medom pripremljenih sa zakiSeljenom
vodom uocava se veéi broj zona aktivnih jedinjenja koje poti¢u od ¢uvarkuce, ali se njihove aktivne
zone ne uocavaju u samom ekstraktu listova ¢uvarkuce (Slika 37a). Ovo se moze objasniti time da
med dodatno pospesSuje ekstrakciju jedinjenja prisutnih u listovima cuvarkuce. Najbogatiji
antidijabetski profil ispoljavaju ekstrakti B15, B17 i B18 u kojima se uoc¢avaju aktivne zone na hRr
13, 18, 31 (NCGA), 48, 67, 73, 84 (AET) i 87 (CA). Aktivna zona na hRr 48 se uotava u svim
ekstraktima, dok su zone na hRr 13 1 18 dominantne u ekstraktima B3, B6 i B12. Antidijabetski profil
ekstrakata preparata sa livadskim medom (Slika 37b) pokazuje dosta slabiju aktivnost. Najvecu
aktivnost ispoljavaju jedinjenja na hRr 13 i 18, a najvecéi intenzitet ispoljen je u ekstraktima L2, L3,
L8, L11 i L15. U svim ekstraktima preparata sa bagremovim i livadskim medom pripremljenim bez
rastvaraca (Slika 37c) uocava se slaba antidijabetska aktivnost jedinjenja na hRr 87 (CA). U
ekstraktima sa bagremovim medom ispoljava se aktivna zona GA na hRr 79, ali se ona ne uocava u
ekstraktima preparata sa livadskim medom.

PCA model opisan je sa Sest glavnih komponenata koje opisuju 83,48% ukupnog varijabiliteta
medu podacima (PC1 — 39,29%, PC2 — 16,07%, PC3 — 10,56%, PC4 — 8,27%, PC5 — 5,06% i PC6 —
4,23%). Grafik skorova latentnih varijabli konstruisan na osnovu komponenti PC1 i PC2, kao i grafici
vektora latentnih varijabli prikazani su na Slici 40.
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Slika 40. Analiza glavnih komponenata HPTLC—-amilaza hromatograma: grafik skorova latentnih
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Na grafiku skorova latentnih varijabli (Slika 40a) uocava se da su ekstrakti bagremovog i
livadskog meda medusobno odvojeni. Ekstrakti B1, B7 i B13 su pozicionirani u donjem levom
kvadrantu, ekstrakti L1, L7 1 L13 su pozicionirani u donjem desnom kvadrantu, a ekstrakti cuvarkuce
se nalaze u gornjem desnom kvadrantu grafika skorova.

Obe grupe ekstrakta sa bagremovim medom pozicionirane su na levoj strani grafika skorova
latentnih varijabli (Slika 40a). Ove dve grupe su delimi¢no preklopljene, mada je najveci broj
ekstrakata preparata sa bagremovim medom pripremljenih zakiseljenom vodom pozicioniran u
gornjem levom kvadrantu. Ekstrakati preparata sa livadskim medom pripremljeni sa zakiseljenom
vodom su rasuti na velikoj povrSini pretezno zauzimajuéi desnu stranu grafika skorova latentnih
varijabli. Ekstrakti preparata sa livadskim medom bez rastvaraca pozicionirani su uniformo u donjem
levom kvadrantu grafika skorova, potpuno preklopljeni sa ekstraktima preparata od bagremovog
meda bez rastvaraca. Sa grafika vektora latentnih varijabli (Slika 40b, ¢) se uoc¢ava da nijedno
jedinjenje ne ostvaruje veliki uticaj na razdvajanje ovih ekstrakata na osnovu antidijabetske
aktivnosti. Ovakav rezultat je posledica slabog antidijabetskog odgovora pojedinacnih jedinjenja na
razvijenim hromatogramima.

4.2.3. Antibakterijska aktivnost
4.2.3.1. Agar—difuzioni metod u bunari¢ima

Antibakterijska aktivnost (ABA) 70% etanolnih ekstrakata osusenih listova ¢uvarkuce ispitana je
agar—difuzionim metodom u bunari¢ima. Ova metoda je pogodna jer omogucava da se ispita aktivnost
celokupnog sadrzaja ekstrakata, ¢ime se dobija objektivna procena njihove ABA. U literaturi se
nalaze podaci o antimikrobnoj aktivnosti ekstrakata cuvarkuce koja je ispitana primenom tehnika
razblazivanja (dilucije) i difuzije [5, 47, 50].

U okviru ovog ispitivanja ABA ekstrakata listova ¢uvarkuée (50 mg/mL) je procenjena na osnovu
veliCine zona inhibicije rasta bakterija oko bunari¢a. Precnici zona inhibicije rasta bakterija su
izmereni od ivice do ivice i izrazeni su u milimetrima (mm): nema inhibicije (-), pre¢nik zone
inhibicije 11 — 14 mm (+) i pre¢nik zone inhibicije iznad 14 mm (++). Dobijeni rezultati izrazeni u
milimetrima (mm) predstavljeni su graficki (Slika 41) i tabelarno (Tabela P10).

20
18
16
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Zona inhibicije rasta (mm)

0 s ¥ ¥4
M. lysodeikticus S. aureus K. pneumoniae
B. subtilis MRSA E. coli

Slika 41. Antibakterijska aktivnost dvadeset etanolnih ekstrakata listova ¢uvarkuée izrazena u
milimetrima duzine preénika zone inhibicije rasta bakterija (mm) procenjena agar—difuzionim
metodom u bunari¢ima
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Od svih ispitanih bakterija, jedino M. lysodeikticus pokazuje osetljivost na svaki od ekstrakata
S$to je manifestovano duzinom precnika zone inhibicije rasta koja je iznosila 12—18 mm. Najvecu
aktivnost pokazao je ekstrakt 14 (++). Svi ostali ekstrakti ispoljili su visoku antibakterijsku aktivnost
sa pre¢nikom zone inhibicije iznad 12 mm, osim ekstrakata 12 i 18 koji su imali najmanji precnik
inhibicije (+). Meticilin rezistentni S. aureus (MRSA) pokazuje veéu osetljivost na ekstrakte u
poredenju sa S. aureus. Pre¢nici zone inhibicije rasta S. aureus ne prelaze 12 mm, a najveéi su kod
ekstrakata 9 i 20. S. aureus ne pokazuje osetljivost na ¢ak deset ekstrakata, dok MRSA nije osetljiva
na samo tri ekstrakta. Ekstrakti 5 — 7 nisu pokazali aktivnost (-) ni na MRSA ni na S. aureus. S druge
strane, najvecu antibakterijsku aktivnost na MRSA pokazuje ekstrakt 1 (++), dok ekstrakti 2 — 4, 14,
15 i 19 daju zonu inhibicije rasta u duzini precnika iznad 12 mm. Pre¢nici zona inhibicije rasta B.
subtilis iznosili su 11 — 14 mm. Ekstrakti 17 i 18 nisu ispoljili antibakterijsku aktivnost (-) dok je
najvecu zonu inhibicije pokazao ekstrakt 13 (+). Od svih ispitanih Gram—pozitivnih bakterija,
najmanje osetljivim na ekstrakte pokazao se soj bakterije S. aureus. Nijedan od dvadeset testiranih
ckstrakata listova Cuvarkuce nije pokazao ABA prema Gram-negativnim bakterijama E. coli i K.
pneumoniae. Rezultati antibakterijske aktivnosti dobijeni u okviru ovog istrazivanja u skladu su sa
prethodno objavljenim literaturnim podacima gde se navodi veca osetljivost Gram—pozitivnih
bakterija na ekstrakate ¢uvarkuce [47]. Takode, u literaturi se navodi da je antibakterijski potencijal
flavonoida vise usmeren ka Gram—pozitivnim bakterijama [152]. Pored toga, Gram-—negativne
bakterije su otpornije na biljne ekstrakte jer poseduju ¢elijski zid od lipopolisaharida koji ith dodatno
stiti od antibakterijskih agenasa [153].

Ekstrakti ¢uvarkuce, bogati fenolnim jedinjenjima, pokazuju odredenu antibakterijsku aktivnost.
Specifi¢no, antibakterijska aktivnost kempferola i njegovih glikozida detaljno je prou¢ena u brojnim
studijama na Gram-—pozitivne i Gram-negativne bakterije [154, 155]. U literaturi se nalazi da GA i
QUE inhibiraju K. pneumoniae, dok CA, GA i QUE pokazuju inhibitornu aktivnost prema S. aureus
i E. coli [156]. Aromadendrin (AR) je efikasan u inhibiciji S. aureus i MRSA. Neki flavonoidi, poput
katehina, pokazuju antibakterijsku aktivnost prema oba tipa bakterija, ukljucuju¢i MRSA, S. aureus
i E. coli. Miricetin doprinosi antibakterijskoj aktivnosti ekstrakata prema S. aureus, B. cereus i E. coli
blokiraju¢i enzime helikaze, klju¢nih za metabolizam nukleinskih kiselina [157]. Agar—difuzionim
metodom dobija se uvid u ukupnu antibakterijsku aktivnost ekstrakta. Kombinacija ove metode sa
razvijenim HPTLC-antibakterijskim biohromatogramima omogucéava detaljniju analizu ekstrakata,
omogucavajuéi identifikaciju specifi¢nih jedinjenja koja su odgovorna za ispoljavanje ove aktivnosti.
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4.2.3.2. HPTLC-antibakterijski testovi

OsusSeni listovi ¢uvarkuée

HPTLC-antibakterijski testovi izvedeni su na Sest sojeva bakterija: Cetiri Gram—pozitivne
bakterije (B. subtilis, M. lysodeikticus, MRSA i S. aureus) i dve Gram-negativne bakterije (E. coli i
K. pneumoniae). HPTLC biohromatogrami pokazali su razlike u osetljivosti bakterija na razdvojena
jedinjenja ispitivanih ekstrakata listova cuvarkuce, gde su bioaktivni fitokonstituenti manifestovani u
vidu belih zona na ljubi¢astoj pozadini (Slika 42).
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Slika 42. HPTLC biohromatogrami ekstrakata listova ¢uvarkuce razvijeni na B. subtilis (a), M.
lysodeikticus (b), MRSA (c), S. aureus (d), E. coli (e) i K. pneumoniae (f) dokumentovani pod
vidljivim svetlom

Sva cetiri HPTLC biohromatograma kojima je ispitana ABA ekstrakata osusSenih listova
Cuvarku¢e na Gram—pozitivne bakterije pokazuju veoma sli¢ne profile (Slika 42a—d). Na ovim
biohromatogramima se uocava da postoje dva dominantno aktivna jedinjenja koja se nalaze na hRr
57 i 91. Intenzitet hromatografskih zona aktivnih jedinjenja najjace se ispoljava na biohromatogramu
M. lysodeikticus (Slika 42b). U ekstraktima 8 i 10 su ispoljene zone aktivnih jedinjenja najjaceg
intenziteta na sva Cetiri HPTLC biohromatograma razvijenim na Gram—pozitivne bakterije (Slika
42a—d). Zona neidentifikovanog aktivnog jedinjenja na hRr 91 pokazuje jaku antibakterijsku
aktivnost. Ovo moze biti rezultat jace antibakterijske aktivnosti ovog jedinjenja u poredenju s ostalim
jedinjenjima ili zbog njegove visoke koncentracije u ekstraktima. Na biohromatogramu razvijenom
na MRSA (Slika 42c) kao aktivne zone slabijeg intenziteta dodatno se uocavaju jedinjenja na hRr
11, 36 i 40.

HPTLC biohromatogrami razvijeni na Gram—negativne bakterije (Slika 42e, f) pokazuju veliki
broj zona aktivnih jedinjenja na hRr 3, 36, 40, 56, 57, 851 91. Zona na hRr 91 je jedva primetna na
biohromatogramu E. coli (Slika 42e), dok ista zona pokazuje najjaci intenzitet na biohromatogramu
K. pneumoniae (Slika 42f). Za biohromatogram K. pneumoniae (Slika 42f) karakteristi¢ne su brojne
zone manjeg intenziteta na hRr < 20 i izmedu hRr 70-80, dok su za biohromatogram E. coli (Slika
42e) karakteristicne zone aktivnih jedinjenja na hRr 85 i 91.
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HPTLC-ABA biohromatogrami ukazuju na vecéu osetljivost Gram—negativnih bakterija na
pojedinatne komponente ispitivanih ekstrakata $to se manifestuje prisustvom veceg broja zona
aktivnih jedinjenja (Slika 42e, f) u poredenju sa odgovorom dobijenim na hromatogramima za
Gram-—pozitivne bakterije (Slika 42a—d). Ovi rezultati potvrduju da, iako flavonoidi ¢esto pokazuju
vecu sklonost ka inhibiciji Gram—pozitivnih bakterija, odredena jedinjenja mogu biti podjednako
efikasna protiv Gram—negativnih bakterija [152]. Nasuprot tome, rezultati dobijeni metodom difuzije
u agaru pokazuju da su Gram—pozitivne bakterije bile osetljive na ekstrakte ¢uvarkuée, dok Gram-—
negativne bakterije nisu pokazale osetljivost na iste ekstrakte.

Da bi se uocilo grupisanje ekstrakata na osnovu antibakterijske aktivnosti koju ispoljavaju na
ispitane sojeve Gram-—pozitivnih i Gram-negativnih bakterija primenjena je analiza glavnih
komponenata. Matrica podataka se sastojala od 120 objekata koji predstavljaju ispitivane ekstrakte.
Dobijeni PCA model sastojao se od cCetiri glavne komponente koje opisuju 76,68% ukupnog
varijabiliteta medu podacima (PC1 — 40,71%, PC2 — 15,27%, PC3 — 10,90% i PC4 — 9,80%), a
graficki je prikazan kao uzajamna projekcija na osnovu prve dve glavne komponente PC1 i PC2
(Slika 43).
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Slika 43. Analiza glavnih komponenata za Sest antibakterijskih HPTLC biohromatograma: grafik
skorova latentnih varijabli (a), grafik vektora latentnih varijabli za PC1 (b), grafik vektora latentnih
varijabli za PC2 (c)

Na grafiku skorova latentnih varijabli formirana su tri klastera (Slika 43a). Prvi klaster se sastoji
od objekata dobijenih sa biohromatograma za MRSA, S. aureus i K. pneumoniae i pozicioniran je sa
desne strane grafika skorova. U okviru ovog klastera objekti dobijeni sa biohromatograma za Gram-—
pozitivne bakterije MRSA i S. aureus su uniformno grupisani ali dolazi do delimi¢nog preklapanja
sa objektima dobijenim sa biohromatograma za K. pneumoniae. Ovo se moze pripisati zonama
aktivnih jedinjenja na hRr 56, 57, 85, 91 i 99 (Slika 43b, c). Drugi klaster pozicioniran je u gornjem
levom kvadrantu grafika skorova i ¢ine ga objekti dobijeni sa biohromatograma za B. subtilis i M.
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lysodeikticus. Ovaj klaster je ne$to manje uniforman zbog toga §to su prepoznate razlike u
ispoljavanju antibakterijske aktivnosti objekata sa biohromatograma za M. lysodeikticus. Na
pozicioniranje ovog klastera uticale su zone na hRr 56 i 91 koje su jaceg intenziteta na ova dva
biohromatograma u poredenju sa ostalim biohromatogramima. Tre¢i klaster se nalazi u donjem levom
kvadrantu grafika skorova i ¢ine ga objekti dobijeni sa biohromatograma za E. coli. Ovaj klaster
objekata se dobro odvaja od dva prethodno opisana klastera duz obe PC ose, na $ta su imale uticaj
zone na hRr 32, 401 57.

Rezultati dobijeni na HPTLC biohromatogramima obradeni analizom glavnih komponenata
pruzaju veliki izvor informacija koje mogu jasno da ukazu na trend bioloske aktivnosti ekstrakata
Cuvarkuce. Hemometrijska obrada podataka omogucila je uvid u slicnosti i razlike medu ekstraktima
na osnovu ispoljavanja antibakterijske aktivnosti na odredene sojeve Gram—pozitivnih i Gram—
negativnih bakterija.

Preparati ¢uvarkudée i meda, sveZi listovi ¢uvarkude i ¢ist med

Antibakterijska aktivnost ekstrakata meda, svezih listova ¢uvarkuce i preparata cuvarkuce i meda
odredena je HPTLC-DB metodom na Gram—pozitivnu bakteriju B. subtilis (Slika 44a, b, c) i Gram—
negativnu bakteriju E. coli (Slika 44d, e, f). Bele zone naspram ljubicaste pozadine predstavljaju
aktivna jedinjenja prisutna u ekstraktima.

Bacillus subtilis Escherichia coli

Bl B2 B3 B4 BS B6 B7 BS B9 Bl0 Bll B12 B13 Bl4 B1S BI16 B17 B18

Bl B2 B3 B4 BS B6 B7 BS B9 BIOBI1 B12 B3 Bl4 BIS B16 B17 B1S ¢

L1 L2 L3 L4 LS L6 L7 LS L9 L10 L11 L12 L13 L14 L15 L16 L17 L18
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L : . wl
bl b2 b3 b4 bS b6 C 11 12 13 4 15 16 Ss1 s2 P G R, bl b2 b3 b4 bS b6 € 11 12 13 14 15 16 s1 2 P G

Slika 44. HPTLC biohromatogrami razvijeni na B. subtilis: ekstrakti preparata sa bagremovim
medom pripremljeni sa zakiSeljenom vodom (B ¢+m) (a), ekstrakti preparata sa livadskim medom
pripremljeni sa zakiseljenom vodom (L ¢+m) (b), ekstrakti preparata sa bagremovim (B b.r.) i
livadskim (L b.r.) medom pripremljeni bez rastvaraca (c) i HPTLC biohromatogrami razvijeni na E.
coli: ekstrakti preparata sa bagremovim medom pripremljeni sa zakiseljenom vodom (B ¢+m) (d),
ekstrakti preparata sa livadskim medom pripremljeni sa zakiseljenom vodom (L ¢+m) (e), ekstrakti
preparata sa bagremovim (B b.r.) i livadskim (L b.r.) medom pripremljeni bez rastvaraca (f), S1 —
smesa standarda izokvercetina (IQUE), astragalina (AST), galne kiseline (GA), kofeinske kiseline
(CA) i kempferola (KAE), S2 — smesa standarda neohlorogene kiseline (NCGA) i eskuletina (AET),
P — pinocembrin, G — galangin (c, f) dokumentovani pod vidljivim svetlom
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Na osnovu vizuelne inspekcije biohromatograma uocava se da ista jedinjenja prisutna u
ekstraktima ispoljavaju ABA na obe ispitane bakterije (Slika 44). Ja¢i je intenzitet zona aktivnih
jedinjenja na biohromatogramima koji su razvijeni na E. coli (Slika 44d, e, f) u poredenju sa
intenzitetom aktivnih zona na biohromatogramima koji su razvijeni na B. subtilis (Slika 44a, b, c).
Zone aktivnih jedinjenja nalaze se na hRr ~ 40 i na hRr > 85. Svi ekstrakti medova kao i ekstrakti
Cuvarkuce imaju aktivne zone na hRf > 85 slabijeg intenziteta u poredenju sa ekstraktima preparata.
Na biohromatogramima za B. subtilis ekstrakata preparata od bagremovog (Slika 44a) i livadskog
meda (Slika 44b) sa zakiSeljenom vodom aktivna zona na hRr > 85 je jednakog intenziteta, dok se
zone aktivnih jedinjenja na hRr ~ 40 uocavaju samo u profilima ekstrakata sa bagremovim medom
(Slika 44a). Ekstrakti preparata pripremljeni od obe vrste meda bez rastvaraca ispoljavaju aktivne
zone na hRr > 85 slabijeg intenziteta (Slika 44c).

Zone aktivnih jedinjenja na biohromatogramima razvijenim na E. coli (Slika 44d, e, f) su jace
izrazene 1 bolje medusobno razdvojene. Na sva tri biohromatograma se nalaze iste zone aktivnih
jedinjenja na hRr ~ 40 i na hRr > 85. Aktivhe zone na hRr > 85 su najviSe izraZene na
biohromatogramu ekstrakata preparata sa livadskim medom pripremljenih sa zakiseljenom vodom
(Slika 44e). Ovde se jasno moze videti prisustvo dve aktivne zone koje odgovaraju kofeinskoj kiselini
(hRr 87) i galanginu (hRr 96). Antibakterijska aktivnost galangina ranije je potvrdena [158]. Ekstrakti
L8, L9 i L11 ispoljavaju zone najjaceg intenziteta. Zone na hRr ~ 40 najjace su u ekstraktu LS.
Ekstrakti preparata sa bagremovim medom imaju nesto slabije izrazene aktivne zone, a najjacu
aktivnost ispoljavaju u ekstraktima B10, B11 i B12 (Slika 44d). U ekstraktima preparata sa
bagremovim medom pripremljenim bez rastvaraca jace su izrazene zone aktivnih jedinjenja na hRr
~ 40 u poredenju sa intenzitetom istih zona u ekstraktima sa livadskim medom bez rastvaraca (Slika
44f).

Podaci dobijeni sa HPTLC antibakterijskih biohromatograma upotrebom ImageJ programa
obradeni su analizom glavnih komponenata. Primenom PCA ispitan je uticaj razliitih faktora na
razdvajanje ekstrakata meda, svezih listova cuvarkuce i preparata c¢uvarkuce i meda na osnovu
antibakterijske aktivnosti koju ispoljavaju aktivna jedinjenja na biohromatogramima (Slika 44).
Grafici skorova latentnih varijabli su konstruisani prema bakteriji na kojoj je test izveden (Slika 45),
prema vrsti meda od kojeg je preparat napravljen (Slika 46) i prema nac¢inu ekstrakcije koji je koris¢en
za pripremu ekstrakata preparata ¢uvarkuce i meda (Slika 47). Dobijeni PCA modeli opisani su sa
Cetiri glavne komponente. Procenat varijabiliteta opisan glavnim komponentama dat je u Tabela P11.
Grafici skorova (Slika 45, Slika 46 i Slika 47) latentnih varijabli konstruisani su na osnovu prve dve
glavne komponente PC1 i PC2.
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Slika 45. Grafici skorova latentnih varijabli konstruisani na osnovu aktivnosti ekstrakata koju
ispoljavaju prema: B. subtilis (a), E. coli (b)

Na graficima skorova latentih varijabli konstruisanim prema ispoljenoj aktivnosti ekstrakata na
odredenu bakteriju (Slika 45) uticaj na razdvajanje ekstrakata se posmatra u odnosu na vrstu meda i
u odnosu na nacin pripreme ekstrakata (ekstrakcija sa zakiSeljenom vodom ili bez rastvaraca).

Na grafiku skorova latentnih varijabli za B. subtilis (Slika 45a) ekstrakti preparata sa
zakiSeljenom vodom (B ¢+m i L ¢+m) su razdvojeni na osnovu vrste meda od kojih su pripremljeni.
Izbor meda nije imao uticaja na razdvajanje ekstrakata preparata pripremljenim bez rastvaraca (B b.r.
i L b.r.). Takode, ekstrakti preparata od bagremovog meda se potpuno odvajaju u odnosu na to da li
su pripremljeni sa zakiseljenom vodom (B ¢+m) ili bez rastvaraca (B b.r.) dok su ekstrakti preparata
od livadskog meda samo delimi¢no odvojeni (L ¢+m i L b.r.). Slabiji antibakterijski odgovor
ekstrakata L ¢+m, L b.r. i B b.r. na biohromatogramima (Slika 44c, d) uticao je na preklapanje ovih
grupa ekstrakata. Ekstrakti B ¢+m pozicionirani su na desnoj strani grafika skorova latentnih varijabli
odvojeni od svih ostalih ekstrakata preparata jer se u njihovom antibakterijskom profilu manifestuju
zone aktivnih jedinjenja na hRr ~ 40.

Na grafiku skorova latentnih varijabli za E. coli (Slika 45b) ekstrakti preparata pripremljenih sa
zakiSeljenom vodom (B ¢+m i L ¢+m) su potpuno odvojeni od onih ekstrakata preparata pripremljenih
bez rastvaraca (B b.r. 1 L b.r.). Ekstrakti B ¢+m 1 L ¢+m medu sobom su odvojeni i u zavisnosti od
vrste meda od kojeg su pripremljeni, dok izbor meda nije imao uticaj na medusobno razdvajanje
ekstrakata B b.r. i L b.r.. Ekstrakti medova preklopljeni su sa ekstraktima preparata sa zakiseljenom
vodom koji su napravljeni od iste vrste meda.
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Slika 46. Grafici skorova latentnih varijabli konstruisani prema aktivnosti ekstrakata pripremljenih
od dve vrste meda: bagremov med (a), livadski med (b)

Na graficima skorova latentnih varijabli koji su konstruisani u odnosu na vrstu meda koja je
koriS¢ena za pripremu preparata (Slika 46) posmatra se razdvajanje ekstrakata preparata na osnovu
ispoljavanja antibakterijske aktivnosti na ispitane bakterije i na¢ina ekstrakcije.

Ekstrakti preparata od bagremovog meda potpuno su razdvojeni na osnovu nacina ekstrakcije
(Slika 46a). Dodatno, ekstrakti pripremljeni sa zakiseljenom vodom (B ¢+m) razdvojeni su i na
osnovu aktivnosti na bakterije B. subtilis i E. coli. Uticaj na ovakvo razdvajanje ispoljavaju aktivne
zone na hRg > 85 koje su jae ispoljene na E. coli biohromatogramu. Ekstrakti preparata pripremljeni
bez rastvaraca (B b.r.) samo su delimi¢no odvojeni u odnosu aktivnost koju ispoljavaju naspram ove
dve ispitane bakterije.

Grafik skorova latentnih varijabli (Slika 46b) za ekstrakte preparata od livadskog meda pokazuje
razdvajanje ekstrakata preparata pripremljenih sa zakiSeljenom vodom na osnovu aktivnosti
ekstrakata na odredenu bakteriju. Ekstrakti L ¢+m ispoljavaju intenzivnije zone aktivnih jedinjenja
na hRr > 85 naspram E. coli Sto je uticalo na odvajanje ekstrakata na osnovu aktivnosti prema
odredenoj vrsti bakterije.

Ekstrakti preparata bez rastvaraca (L b.r.) za oba soja bakterija pozicionirani su u donjem levom
kvadrantu grafika skorova latentnih varijabli. Ekstrakti L ¢+m 1 L b.r. ispoljavaju potpuno isti
antibakterijski profil naspram B. subtilis te su stoga potpuno preklopljeni, dok se na antibakterijskom
profilu L b.r. za E. coli uocavaju aktivne zone na hRr ~ 40 $to je uticalo na blago razdvajanje ovih
ekstrakata od pomenute grupe.
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Slika 47. Grafici skorova latentnih varijabli konstruisani prema aktivnosti ekstrakata pripremljenih
na dva nacina: sa zakiSeljenom vodom (a), bez rastvaraca (b)

Grafici skorova latentnih varijabli konstruisani su u odnosu na nacin ekstrakcije preparata — sa
zakiseljenom vodom ili bez rastvaraca (Slika 47). U ovom slucaju, na razdvajanje ekstrakata
preparata gleda se uticaj antibakterijske aktivnosti naspram odredene vrste bakterije kao 1 vrsta meda
od kojih su preparati pripremljeni.

Na grafiku skorova latentnih varijabli na kome se nalaze svi ekstrakti preparata napravljeni sa
zakiSeljenom vodom dolazi do razdvajanja ekstrakata preparata na osnovu vrste meda od kojih su
pripremljeni (Slika 47a). Ekstrakti preparata sa bagremovim medom (B ¢+m) su potpuno odvojeni i
na osnovu ispoljavanja antibakterijske aktivnosti prema odredenoj bakteriji. Ekstrakti preparata od
livadskog meda (L ¢+m) delimi¢no su preklopljeni, ali se moZe uociti razdvajanje nekih ekstrakata
ovih preparata u odnosu na ispoljenu antibakterijsku aktivnost.

Sve grupe ekstrakata preparata pripremljenih bez rastvaraca (B b.r. 1 L b.r.) su pozicionirane blizu
jedna druge na donjoj polovini grafika skorova latentnih varijabli (Slika 47b). Ekstrakti preparata B
b.r.1L b.r. delimi¢no su razdvojeni na osnovu ispoljavanja antibakterijske aktivnosti prema odredenoj
bakteriji. Ekstrakati preparata B b.r. i L b.r. pozicionirani su oko centra grafika skorova, sa leve strane,
na osnovu antibakterijskog odgovora prema B. subtilis. Sa desne strane grafika skorova pozicionirani
su ekstrakti preparata B b.r. i L b.r. na osnovu antibakterijske aktivnosti prema E. coli. Sa grafika
skorova latentnih varijabli uo€ava se da vrsta meda od koje su preparati pripremljeni nije imala uticaj
na razdvajanje.
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5. ZAKLJUCAK

Fenolna jedinjenja prisutna u listovima cuvarkuce znacajno doprinose ispoljavanju raznovrsnih
bioloSkih svojstava, $to objaSnjava Siroku upotrebu ove biljke u tradicionalnoj medicini. Iako
Cuvarkuca ima dugu tradiciju primene, glavni nedostatak je odsustvo monografije ove biljke u
farmakopejama. U okviru ove doktorske disertacije prvi put je sistematski ispitan fitohemijski profil
i odredena je bioloska aktivnost dvadeset uzoraka listova ¢uvarkuce. Pored toga, uradena je detaljna
fitohemijska karakterizacija i procena bioloske aktivnosti preparata svezih listova ¢uvarkuce u
kombinaciji sa bagremovim i livadskim medom, pri ¢emu su odgovarajuci ekstrakti pripremljeni na
dva nacina: ekstrakcijom zakiseljenom vodom i ekstrakcijom bez upotrebe rastvaraca. Posebno je
znacajno istaci da ekstrakti pripremljeni bez rastvaraca verno odrazavaju prirodne uslove i interakcije
koje se deSavaju unutar preparata tokom vremena.

Primenom UPLC-LTQ OrbiTrap MS tehnike u ekstraktima osuSenih listova cuvarkuce
identifikovano je ukupno 38 jedinjenja, od kojih je prisustvo 21 jedinjenja po prvi put zabelezeno u
okviru ove disertacije, uz detaljno opisanu fragmentaciju. Za kvantifikaciju fenolnih jedinjenja
primenjena je UPLC-DAD-MS/MS tehnika kojom je odredena koncentracija 19 fenolnih jedinjenja.
Spektrofotometrijski je utvrden nizi ukupan sadrzaj fenola u ekstraktima svezih listova ¢uvarkucée u
poredenju sa ekstraktima osuSenih listova. Pored toga, u ekstraktima svezih listova ¢uvarkuce, ukupan
sadrzaj fenola je veéi u odnosu na Cist med, dok ekstrakti preparata ukazuju na to da dodatak
cuvarkuée medu povecava ukupan sadrzaj fenola. Tokom perioda ispitivanja, ukupan sadrzaj fenola
ostao je stabilan u preparatima ¢uvarkuce i meda pripremljenim kako ekstrakcijom sa zakiSeljenom
vodom, tako i bez upotrebe rastvaraca.

Prvi put je u okviru ove doktorske disertacije optimizovana i primenjena HPTLC metoda za
dobijanje fenolnog profila ekstrakata osusenih listova ¢uvarkuée, kao i preparata ¢uvarkuce 1 meda,
pruzajuci karakteristi¢ne informacije u obliku “otiska prsta” za svaki ekstrakt. Na hromatogramima
se uocava slican fenolni profil svih dvadeset ekstrakata osuSenih listova ¢uvarkuce, pri ¢emu se galna
kiselina i neidentifikovano jedinjenje na hRr 18 izdvajaju kao glavni metaboliti na osnovu veli¢ine i
intenziteta zona. Takode, kori§¢enjem ove mocne, brze i jednostavne metode potvrdeno je prisustvo
izokvercetina, kempferola, kofeinske kiseline i astragalina u ekstraktima listova ¢uvarkuée. Ekstrakti
meda su bogati svetloplavim zonama, od kojih su neke identifikovane kao neohlorogena kiselina,
eskuletin, kofeinska kiselina i galangin. Hromatogrami na kojima su razvijeni profili ekstrakata
preparata ¢uvarkuce i meda ukazuju na sli¢nost sa fenolnim profilom pojedina¢nih komponenata
preparata.

Prema dostupnim podacima iz literature, do sada nije bio odreden kompletan profil Secera u
listovima ¢uvarkuce, Sto predstavlja veliki nedostatak s obzirom na to da se ova biljka tradicionalno
koristi za smanjenje nivoa $ecera u krvi. U okviru ovog istrazivanja, prvi put je odreden kompletan
profil Se¢era u uzorcima osusenih listova Cuvarkuce, preparatima ¢uvarkuce i meda, kao 1 u uzorcima
svezih listova ¢uvarkuce i Cistog meda primenom HPAEC-PAD tehnike. Najzastupljeniji Seceri u
osusenim listovima ¢uvarkuce su glukoza 1 fruktoza, uz visok sadrzaj Secernog alkohola galaktitola.
U svezim listovima ¢uvarku¢e dominantni Seceri su fruktoza, saharoza i izomaltoza, pri ¢emu je
sadrzaj glukoze i fruktoze nizi u poredenju sa sadrzajem u osusenim listovima. Ovi rezultati su od
velikog znacaja, buduéi da se, u cilju smanjenja nivoa Secera u krvi, preporucuje zvakanje svezih
listova cuvarkuce. Dodatak svezih listova ¢uvarkuée u med dovodi do smanjenja sadrzaja
pojedinacnih Secera, a samim tim i do smanjenja ukupnog sadrzaja Secera u preparatima.

Multielementalna analiza osusenih listova ¢uvarkuée uradena je primenom ICP—OES metode, pri
¢emu su najzastupljeniji makroelementi Ca, Mg i1 K, §to je u skladu sa prethodno objavljenim
rezultatima. Vazno je napomenuti da su koncentracije toksi¢nih elemenata, poput Cd i Ni, bile ispod
propisanih granica u svim analiziranim uzorcima. Ukupan sadrzaj makroelemenata je ujednacen
medu uzorcima, dok se uzorak 20 izdvaja od ostalih uzoraka zbog najviseg sadrzaja mikroelemenata,
medu kojima su dominantni Cr, Mn i Zn.
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Antioksidativna aktivnost (AOA) ekstrakata osuSenih listova cCuvarkuée ispitana je
spektrofotometrijski primenom cetiri antioksidativna testa — DPPH, ABTS, TRP i TAC, pri ¢emu su
rezultati pokazali visoku korelaciju sa ukupnim sadrzajem fenola. Ekstrakti 12 i 20 izdvajaju se po
najvisim vrednostima ukupnog sadrzaja fenola i antioksidativne aktivnosti, dok ekstrakt 8 ima najnize
vrednosti ovih parametara, $to ga jasno diferencira od ostalih. Antioksidativna aktivnost ekstrakata
preparata Cuvarkuce 1 meda, Cistog meda i svezih listova cuvarkuce odredena je primenom
spektrofotometrijskog DPPH testa. Dodatak ¢uvakuée u bagremov med povecava antioksidativnu
aktivnost, dok je njen dodatak u livadski med doveo do smanjenja AOA. Ipak, AOA ostaje stabilna
tokom svih pet nedelja ispitivanja §to ukazuje na stabilnost preparata. Antioksidativna aktivnost
svezih listova ¢uvarkuce je niza u poredenju sa ekstraktima osusSenih listova, Sto je posledica visokog
sadrzaja vode u svezem biljnom materijalu.

U okviru ove disertacije, po prvi put je optimizovana i primenjena HPTLC metoda direktne
bioautografije za odredivanje bioloske aktivnosti ekstrakata cuvarkuée i odgovarajucih preparata sa
medom, ukljucujuéi antioksidativnu, antidijabetsku i antibakterijsku aktivnost. Ova metoda, pored
brzine i jednostavnosti, omogucava preciznu identifikaciju pojedina¢nih bioaktivnih jedinjenja
odgovornih za bioloSku aktivnost ekstrakata. Analiza glavnih komponenata dodatno je omogucila
jasno prepoznavanje aktivnih jedinjenja i specificno grupisanje ekstrakata prema ispoljenim
bioloSkim profilima.

HPTLC-TRP i HPTLC-TAC testovi su po prvi put optimizovani za odredivanje antioksidativne
aktivnosti ekstrakata. Prema saznanjima autora, na osnovu pregleda dostupne literature, ovi HPTLC
testovi dosad nisu bili primenjivani za procenu antioksidativne aktivnosti, ¢ime predstavljaju novinu
u analitickom pristupu.

Antioksidativni profili ekstrakata osusenih listova cuvarkuce dobijeni HPTLC-DPPH, HPTLC-
ABTS i HPTLC-TRP testovima su sli¢ni, pri ¢emu se uo¢ava manji broj zona aktivnih jedinjenja,
medu kojima najvecu aktivnost pokazuju galna kiselina i nepoznato jedinjenje na hRr 18. Nasuprot
tome, HPTLC—FC i HPTLC-TAC testovi pruzaju hromatograme sa veé¢im brojem zona aktivnih
jedinjenja, ukljucujuéi galnu kiselinu, kao i neidentifikovana jedinjenja na hRr 33, 38, 86 i 92. Ovi
HPTLC antioksidativni testovi dodatno potvrduju sli¢nost antioksidativnih profila svih testiranih
ekstrakata, $to je u skladu sa spektrofotometrijski dobijenim rezultatima. Sa antioksidativnog profila
ekstrakata preparata, koji je dobijen HPTLC-DPPH testom, identifikovana su aktivna jedinjenja
poput neohlorogene kiseline, galangina, galne kiseline, kofeinske kiseline, eskuletina, astragalina i
izokvercetina. Zona galne kiseline pokazala je najjaci intenzitet u ekstraktima preparata i svezim
listovima Cuvarkuée. Pored identifikovanih jedinjenja, antioksidativnu aktivnost ispoljavaju i
neidentifikovana jedinjenja na hRr 67, 711 73.

Teorija funkcionala gustine koris¢ena je za procenu antioksidativne aktivnosti Sest jedinjenja
identifikovanih u listovima ¢uvarkuce: galne i kofeinske kiseline, kempferola, astragalina, kvercetina
I izokvercetina. Dobijeni rezultati ukazuju na to da mehanizam hemijskih reakcija zasnovan na
transferu atoma vodonika prevladava u uklanjanju slobodnih radikala u poredenju sa mehanizmom
transfera elektrona. Radikali na C prstenu flavonoida pokazuju bolju rezonantnu stabilizaciju
zahvaljujuci vecoj delokalizaciji gustine spina, $to objasnjava zasto flavonoidi sa vezanom Se¢ernom
komponentom na ovoj poziciji (poput astragalina) imaju slabiju antioksidativnu aktivnost u poredenju
sa odgovaraju¢im aglikonima (kempferolom).

U okviru ove disertacije, po prvi put je ispitana antidijabetska aktivnost ekstrakata osusSenih
listova ¢uvarkuce i odgovaraju¢ih preparata sa medom. Spektrofotometrijski rezultati inhibicije
enzima o—amilaze potvrduju direktnu zavisnost izmedu koncentracije ekstrakata i antidijabetske
aktivnosti. Svi ekstrakti su pokazali odredeni nivo inhibicije pri visim koncentracijama (5 mg/mL i
10 mg/mL). Ekstrakti 12 i 19 su bili najefikasniji, sa procentima inhibicije iznad 65%, dok je jos pet
ekstrakata pokazalo je inhibiciju veéu od 50%.
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Dodatno, razvijen je HPTLC-antidijabetski profil koji je pokazao uniformnost izmedu svih
dvadeset ekstrakata osusenih listova ¢uvarkuce. Aktivna jedinjenja se nalaze na hRr 3, 13, 60, i 92,
pri ¢emu su razlike u intenzitetu ovih zona doprinele su razdvajanju ekstrakata primenom analize
glavnih komponenata. Prednost HPTLC metode u odredivanju antidijabetske aktivnosti u odnosu na
spektrofotometrijske metode lezi u tome $to nije bilo potrebe za precis¢avanjem ekstrakata od
prisutnih Secera, koji ne uti¢u na izvodenje HPTLC testa, dok prisustvo prostih Secera, poput glukoze,
moze uticati na tacnost rezultata. HPTLC—amilaza testom procenjena je antidijabetska aktivnost
ckstrakata preparata Cuvarkuée i meda. Na hromatogramima se uocavaju pojedina¢na aktivna
jedinjenja slabog intenziteta, s tim da su neki ekstrakti preparata sa bagremovim medom imali
izrazenije zone. ldentifikovana su aktivna jedinjenja kao S$to su kofeinska, neohlorogena i galna
kiselina i eskuletin, a uo¢avaju se i brojne zone neidentifikovanih aktivnih jedinjenja na hRr < 50.

Agar—difuzionim metodom ispitana je antibakterijska aktivnost ekstrakata osusenih listova
Cuvarkuce. Rezultati su pokazali da ekstrakti najefikasnije inhibiraju soj M. lysodeikticus, dok je soj
S. aureus pokazao najmanju osetljivost. Gram-—negativne bakterije nisu ispoljile osetljivost na
ispitane ekstrakte. Nasuprot tome, na HPTLC—antibakterijskim hromatogramima uocava se veca
osetljivost Gram—negativnih sojeva, uz prisustvo veceg broja zona aktivnih jedinjenja. Hromatogrami
Gram—pozitivnih sojeva su bili medusobno sli¢ni, sa manjim brojem zona aktivnih jedinjenja. Analiza
glavnih komponenata dodatno je ukazala na razlike u osetljivosti pojedinac¢nih bakterijskih sojeva
prema ispitanim ekstraktima.

Antibakterijski profili ekstrakata preparata ¢uvarkuée i meda pokazuju vecu osetljivost kod
Gram-—negativne bakterije. UoCava se mali broj zona aktivnih jedinjenja, pri ¢emu su zone slabije
izraZzene na hromatogramu za B. subtilis, dok je intenzitet zona izrazeniji na hromatogramima za E.
coli. Na svim hromatogramima uocavaju se aktivne zone na hRF ~ 40 i > 85. Identifikovana su
aktivna jedinjenja poput izokvercetina, kofeinske kiseline i galangina.

Ova disertacija pruza sveobuhvatan uvid u fitohemijsku karakterizaciju i bioloSku aktivnost
listova ¢uvarkucée kao i njihovih preparata sa medom, sa posebnim naglaskom na fenolna jedinjenja
koja znacajno doprinose bioloSkim svojstvima ove biljke. Trenutno ne postoje standardizovane
procedure za ispitivanje kvaliteta ove biljne droge, niti je njena upotreba regulisana zvani¢no
priznatim smernicama. Rezultati ove disertacije mogu predstavljati korak ka uspostavljanju
standardnih procedura, ¢ime bi se doprinelo boljoj evaluaciji 1 Sirem prihvatanju ¢uvarkuée u
fitoterapiji i medicini.
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7. PRILOG

Tabela P1. Ukupan sadrzaj fenola i antioksidativna aktivnost ekstrakata listova cuvarkuce

- s = s s
wn (2]

Br o(_n‘i’ Eg’ ‘,Qg n.% o%
ekstrakta &E %UI:J QUI:J = <2
O = 2 S S

© E € £ g

1 10+2 80+4 60+ 2 94 +3 93 +2

2 57%09 36 +3 27 +1 25+2 39+1

3 12+2 94+4 75+2 72+3 62+1

4 10+1 78+3 63+2 94 +2 59+1

3) ot1 34+3 29+1 26+ 2 4+1

6 10+1 81+3 61+2 61+3 55+1
7 5%1 30+3 27 +1 23+2 355+0,9
8 35+0,2 4,0+0,6 39%0,3 85+04 13,4+0,2

9 8+1 62+3 51+2 46 %2 45+1
10 53%0,9 29+3 29+1 27+ 2 38,8+0,9
11 8+1 56 +4 47 %2 51+3 431
12 19+2 150+ 5 115+ 2 161+6 96 + 2
13 61 33+4 33+2 36 +2 45+1
14 6+1 41+3 35+2 39+2 42+1
15 8x1 62 +3 53+2 51+3 48 +2
16 10+2 76 +4 63 +2 68 + 3 52+2
17 10,5+0,8 84+3 69 +2 85+4 52,0+0,9
18 11+1 85+4 68 + 2 73+3 o5 +1
19 11+2 0+5 7T7+£2 83+3 63+2
20 21+2 151 %5 127 +3 183+6 104 +2

Tabela P2. Ukupan sadrzaj fenola odreden u ekstraktima ¢istog meda ekstrahovanog zakiseljenom
vodom (pH 2), ¢iste Cuvarkuce ekstrahovane zakiseljenom vodom (pH 2) 1 bez rastvaraca (b.r.), kao

1 preparata cuvarkuce i meda (¢+m) ekstrahovanog zakiSeljenom vodom (I-V nedelja) i bez rastvaraca
(1'1V nedelja)

TPC Bagremov med Livadski med Cuvarkuca
(mg GAE/kQ) B1 B2 B3 L1 L2 L3 C
Cistmed 53,44 32,89 24,97 4124 53,69 154,17
| 65,04 6196 79,81 77,52 66,51 121,82
&+m I 89,22 59,97 5848 5329 46,43 123,95
H20 11 49,71 61,34 5554 59,69 5321 102,04 1598681
pH 2 \Y 68,11 53,27 50,93 5531 48,02 11893
\Y; 65,97 49,75 53,87 5153 43,39 94,29
&+m | 70,47 4898 66,55 60,31 58,24 102,18
b.r. \Y; 72,69 5399 7038 56,14 52,00 91,38

149,1173
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Tabela P3. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u 70% etanolnim ekstraktima listova ¢uvarkuée kvantifikovani metodom UPLC-DAD MS/MS. Fenolna
jedinjenja: eskulin — AEN, p-hidroksibenzoeva kiselina — PHBA, neohlorogena kiselina — NCGA, kofeinska kiselina — CA, eskuletin — AET, viteksin —
VIT, p-kumarinska kiselina — PCOA, izokvercetin — IQUE, taksifolin — TAX, elaginska kiselina — ELA, astragalin — AST, ruzmarinska kiselina — RA,
florizin — PHL, aromadendrin — AR, kvercetin — QUE, naringenin — NAN, kempferol — KAE, izoramnetin — IRH. U tabeli nije prikazan luteolin (LUT)

koji je kvantifikovan samo u ekstraktu br. 8 (0,46 = 0,03 mg/kg).

Br. Fenolna jedinjenja (mg/kQg)
AEN PHBA NCGA CA AET VIT PCOA IQUE TAX

1 1,01 + 0,09 53x0,7 0,71+003 092+0,05 065+003 0,24+0,06 0,84+0,08 12+1 0,57 +£0,04
2 0,82+0,04 6,9+0,2 1,09+0,10 0,74+0,07 0,59+0,03 0,07+0,02 22+0,6 56+0,9 0,57+0,04
3 0,67 £ 0,02 11,0+0,7 0,65x0,07 090+0,07 045+0,02 0,11+0,06 1,7+0,1 52+0,6 0,67 £0,02
4 0,29+£0,10 3,3x0,6 0,27+001 0,36x001 0,16+0,07 - 1,1+09 7,1+0,1 0,30+ 0,04
5 0,92 + 0,07 8,2+0,3 1,0+0,2 1,2+0,3 0,78 + 0,09 - 20+04 48+0,5 0,52 + 0,06
6 0,80 £ 0,03 92+0/4 1,05+001 090=+002 0,71+009 0,07x0,03 0,89+0,05 11+1 0,38 £ 0,03
7 1,7+£0,6 059+£0,02 1,01+0,04 2,1+£0,7 1,1+£0,2 0,11 +£0,04 32x0,7 59+£04 0,27 £ 0,09
8 0,67 £0,01 22+0,8 19+04 1,0£0,3 0,60+0,08 0,44+0,04 26+0,3 0,62+0,04 0,43+0,07
9 0,67 £ 0,03 7,9+0,3 060+£005 051+001 031+£0,02 0,11+0,06 2,5+0,3 57+0,8 0,49 +£0,01
10 0,81+ 0,05 8,8+0,9 0,68 + 0,07 16+04 1,04+0,1 0,07+004 35%09 50+10 0,57+0,06
11 0,82 £ 0,05 53x0,8 043+001 0,39x0,04 0,20+0,03 - 19+04 513+04 0,73+0,10
12 12+0,2 0,56 £ 0,04 19+0,8 0,54+0,09 0,25+0,05 - 42+0,2 11+2 1,3+0,6
13 0,75+0,04 32%05 0,81 0,02 1,0£0,3 0,57+0,02 0,22+0,07 28+0,8 58+0,6 0,50+ 0,02
14 12+0,1 6,1 +0,6 1,07 £ 0,09 1,2+05 0,82 £ 0,06 - 14+04 6,7+0,1 0,17 £0,03
15 1,4+04 6,7+0,9 1,06 + 0,03 14+0,3 0,92 +0,04 - 1,8+04 6,9+0,6 0,45+ 0,01
16 068+008 11,7+04 057+0,08 0,700,006 050+0,01 0,20+0,04 24+0,7 59+0,9 0,54+0,04
17 0,47 £ 0,03 6,2+0,3 0,41 +£0,03 - 0,03+0,01 0,10x0,06 0,19+0,09 161 1,2+0,3
18 0,29 £ 0,05 55+0,7 0,51+0,03 - 0,10+£0,04 0,13+0,01 1,2+0,1 14+1 0,27 £ 0,05
19 0,26 £ 0,07 9,0£0/4 0,31+ 0,07 - 0,16 £ 0,03 — 16+0,7 6,8 £0,6 0,55 +0,09
20 0,22 +0,01 2,0+£0,1 0,12+ 0,03 - 0,07+0,01 0,07x0,06 5411 74+0,2 0,40 £ 0,04

* - Sadrzaj je ispod granice detekcije. Granica detekcije za: CA 0,02 mg/L; VIT 0,01 mg/L.
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Tabela P3. Nastavak

Br. Fenolna jedinjenja (mg/kg)
ELA AST RA PHL AR QUE NAN KAE IRH

1 15+0,6 138+ 6 0,70 £0,10 1,2+0,7  0,60+0,03 11+£2 0,32 £ 0,06 74+2 1,6+0,3
2 1,2+0,2 106 + 9 0,24 +0,04 0,76 £ 0,09 1,4+0,8 71+05 0,30+0,03 70+£2 15+0,1
3 14+0,2 109+ 3 0,22 £ 0,06 1,2+05 088+004 69+04 0,34+0,01 48 +1 0,96 £ 0,05
4  0,57+0,09 83x1 0,14+0,01 0,92+0,03 0,56+0,02 62+06  0,38x0,01 30+1 0,50 £ 0,03
5 1,1+0,7 113+ 4 0,10+0,03 066+001 073+0,02 82+06 0,25+0,05 92+3 29104
6 1,0+04 112+5 0,11+0,03 083+005 083+005 95+05 0,36+0,08 54 +2 1,8+0,6
7 1,4+0,9 102 +2 0,10£0,02 0,59+0,07 0,88+0,03 28+3 0,48 £ 0,05 2135 5611
8 - 44+10 0,13+0,03 0,92+0,04 045+0,05 1,2+09 025+0,07 3606 0,06 £ 0,02
9 0,91 £ 0,04 110+ 3 0,12+0,04 0,84+0,06 0,90+0,04 17+1 0,51 +0,03 142 +5 2,3+0,7
10 15+0,1 95+7 0,09+0,03 0,61+0,02 16+0,7 204 0,70 £ 0,06 170+ 3 39+05
11 0,74+0,06 93+2 0,06 £ 0,02 1,3+0,7 0,71+0,04 87+04 0,49+0,08 60 £ 2 0,92 £0,01
12 1,8+04 167 +7 0,10 £ 0,02 15+0,3 2,3+£0,6 22+1 0,72+0,01 262 +6 2,3+04
13 1,0+0,1 115+5 0,11+0,02 0,74+0,01 1,1+04 15+4 0,43 £0,01 163+ 4 29+0,5
14 12+04 115+ 4 0,05+0,01 0,76+0,09 0,63+0,06 21+3 0,44 + 0,08 176 £ 3 39+0,7
15 1,1+0,6 126 £ 3 0,08+0,01 0,68+0,04 0,96+0,06 20+ 2 0,43 £ 0,03 146 + 3 35+0,2
16 0,85+0,04 102+ 8 0,04 £0,02 1,3+0,8 0,89+0,03 10+1 0,53 +0,03 56 +2 1,2+0,2
17 1,1+0,2 115+4 0,03 + 0,07 1,0+0,6 16+0,1 53+05 0,54+0,07 31+1 0,18 £ 0,03
18 0,91+0,05 120£10  0,03+0,01 15+0,2 0,77+0,05 14+2 0,55+0,11 54+2 0,57 + 0,08
19 0,74+0,09 7316 0,04+002 0,75+001 084+001 80+06 0,49+0,05 51+1 0,66 £ 0,04
20 0,51+0,07 74+£6 0,03+£0,01 1,1+0,3 0,88+0,03 10+2 0,47 £ 0,08 40+1 0,67 £0,04

* — Sadrzaj je ispod granice detekcije. Granica detekcije za: ELA 0,05 mg/L.
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Tabela P4. Oznake ekstrakata Cistog meda i preparata cuvarkuée i meda koje su koris¢ene u
predstavljanju rezultata dobijenih spektrofotometrijom i HPTLC analizom

Oznake uzoraka'ga Oznake uzoraka za HPTLC analizu
spektroforometriju
Preparat ¢+m ekstrahovan zakiseljenom  Preparat ¢+m bez
) . vodom (H20, pH 2) rastvaraca (b.r.)
Uzorci meda | Cist med Nedelja ispitivanja Nedelja ispitivanja
I 1 1l v V | V
Bl Bl B2 B3 B4 B5 B6 bl b2
Ba%:gg“’" B2| B7 B8 B9 B1I0 Bl BI12 b3 b4
B3 B13 B14 B15 B16 B17 B18 b5 b6
L1 L1 L2 L3 L4 L5 L6 11 12
Livadski med L2 L7 L8 L9 L10 L11 L12 I3 14
L3 L13 L14 L15 L16 L17 L18 15 16
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Tabela P5. Sadrzaj secera i poliola u vodenim ekstraktima osusenih listova ¢uvarkuce
Sadrzaj Secera i poliola (9/100 g SM)

Br. S S 5 S g g z = < S S <
uzorka -C_Y‘_; .§ % % g § L£ g T% L_% s_% E
1 3,45 0,07 0,02 0,12 6,70 8,74 15,45 1,30 0,013 0,52 0,55 0,16
2 4,16 0,07 0,02 0,12 5,76 747 13,23 1,30 0,025 0,54 0,34 0,16
3 4,45 0,09 0,02 0,17 6,86 8,94 15,80 1,30 0,005 0,42 0,31 0,19
4 2,62 0,04 0,01 0,07 5,40 7,79 13,19 1,44 0,007 0,33 0,09 0,13
5 3,52 0,07 0,02 0,14 5,48 6,48 11,97 1,18 0,007 0,38 0,24 0,18
6 4,59 0,07 0,02 0,17 6,27 7,38 13,65 1,18 0,017 0,61 0,22 0,18
7 4,02 0,06 0,02 0,13 5,38 6,36 11,74 1,18 0,020 0,59 0,17 0,16
8 1,92 0,06 0,02 0,08 4,93 6,51 11,44 1,32 0,047 0,95 0,03 0,11
9 4,22 0,05 0,01 0,10 6,26 7,50 13,76 1,20 0,015 0,66 0,30 0,11
10 4,47 0,07 0,02 0,12 5,03 6,56 11,59 1,30 0,024 0,96 0,43 0,13
11 4,03 0,12 0,02 0,14 5,12 8,17 13,29 1,59 0,017 0,50 0,12 0,22
12 4,50 0,11 0,02 0,18 6,30 10,32 16,62 1,64 0,014 0,33 0,18 0,14
13 3,89 0,07 0,01 0,10 6,07 6,41 12,48 1,06 0,001 0,63 0,14 0,09
14 4,32 0,08 0,02 0,09 6,08 7,38 13,46 1,21 0,011 0,80 0,30 0,15
15 4,75 0,09 0,03 0,20 7,26 8,70 15,96 1,20 0,038 0,66 0,31 0,17
16 4,54 0,15 0,04 0,25 7,82 10,27 18,09 1,31 0,026 0,47 0,27 0,15
17 4,25 0,11 0,04 0,23 6,47 8,40 14,87 1,30 0,008 0,56 0,43 0,09
18 4,96 0,11 0,02 0,16 6,42 8,51 14,94 1,33 0,050 0,45 0,24 0,09
19 3,69 0,05 0,02 0,13 4,10 521 9,31 1,27 0,130 0,27 0,07 0,07
20 4,15 0,09 0,01 0,24 5,59 7,12 12,72 1,27 0,053 0,41 0,13 0,28

106



Milica Jankov Doktorska disertacija Prilog
Tabela P6. Sadrzaj Se¢era u vodenim ekstraktima preparata svezih listova ¢uvarkuée sa bagremovim i livadskim medom
Sadrzaj Secera (g/100 g) u vodenim ekstraktima preparata ¢uvarkuce i meda, Ciste cuvarkuce i Cistog meda
o] ©

X € + = < = 5 S = © S = o S

= = S > T S = S = = < < = 2

o i o T = = 3 ] o g = = =
Bl ?;Setd 27,22 42,29 69,51 1,55 0,225 0,223 0,331 0,414 0,508 0,034 0,089 0,610 0,046 71,99
| 23,16 35,56 58,72 1,53 0,182 0,081 0,271 0,128 0,026 0,046 0,216 0,686 0,737 61,09
- 1 22,31 34,68 56,99 1,55 0,175 0,064 0,307 0,146 0,026 0,051 0,188 0,695 0,690 59,33
CBlm Il 22,59 37,21 59,79 1,65 0,159 0,061 0,830 0,105 0,025 0,083 0,164 0,666 0,817 62,70
v 23,97 40,81 64,78 1,70 0,153 0,046 0,275 0,116 0,025 0,072 0,117 0,621 0,879 67,08
\Y/ 22,98 34,85 57,83 1,52 0,171 0,050 0,279 0,123 0,021 0,074 0,116 0,670 0,863 60,19
= B2 ::‘risetd 26,12 41,65 67,77 1,59 0,225 0,363 0,584 0,685 0,360 0,015 0,182 0,381 - 70,57

(5]

E | 23,49 36,42 59,91 1,55 0,096 0,007 0,055 0,379 0,064 0,010 0,543 0,135 0,461 61,66
g ‘. | 24,59 47,22 71,81 1,92 0,093 0,012 0,531 0,266 0,032 0,064 0,277 0,565 0,363 74,01
%’) CBZm Il 23,34 37,26 60,59 1,60 0,074 0,009 0,651 0,261 0,262 — 0,061 0,132 0,361 62,40
D v 20,38 31,87 52,25 1,56 0,049 0,202 1,014 0,417 0,219 0,006 0,050 0,105 — 54,31
\Y/ 21,49 35,19 56,68 1,64 0,066 0,216 0,941 0,432 0,232 - 0,043 0,052 - 58,67
B3 lelSetd 2515 49,01 7416 195 0012 0461 1842 0685 1,198 0025 0536 0,497 - 79,42
| 21,18 39,05 60,24 1,84 0,010 0,253 0,612 0,562 0,398 — 0,091 0,054 — 62,22
‘. Il 20,59 42,30 62,89 2,05 0,005 0,234 0,464 0,554 0,392 - 0,082 0,049 - 64,67
By N 21,42 4148 6290 194 0004 0231 0438 0533 0,385 - 0,091 0,038 - 64,62
v 21,76 39,60 61,36 1,82 0,003 0,255 0,577 0,551 0,379 — 0,080 0,049 — 63,25
\Y/ 21,12 40,24 61,36 191 0,002 0,249 0,901 0,538 0,385 — 0,093 0,024 — 63,56

* — Sadrzaj je ispod granice detekcije. Granica detekcije za: Gentiobiozu 0,052 mg/g; Erlozu 0,067 mg/g.
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Tabela P6. Nastavak
Sadrzaj Secera (g/100 g) u vodenim ekstraktima preparata cuvarkuée i meda, Ciste cuvarkuce i Cistog meda
o] ©

X £ + = < 2 T 'S £ © = = ke S

= > S > S S = S = = < < = =2

o i T LT = > » R o g = = >
L1 ?rllztd 32,46 44,30 76,76 1,36 0,074 0,027 0,124 0,088 0,143 0,005 0,090 1,785 0,105 79,20
I 2408 31,85 5593 1,32 0,028 0,029 0,064 0,043 0,078 0,004 0034 0,276 0,058 56,54
" I 2523 31,85 57,08 1,26 0,029 0,028 0,061 0,044 0,076 0,012 0,054 0,303 0,054 57,74
Cle 1l 24,15 30,89 55,05 1,28 0,026 0,013 0,067 0,045 0,077 0,003 0,051 0,312 0,045 55,68
v 23,64 31,03 54,67 1,31 0,031 0,008 0,062 0,040 0,071 0,002 0,085 0,294 0,044 55,30
V 2433 31,03 55,36 1,28 0,028 0,013 0,062 0,041 0,072 0,002 0,086 0,286 0,033 55,98
L2 :':rl]setd 2774 4458 72,32 1,61 0,113 0,356 0,993 0,981 0,653 0,027 0,361 2,183 N 77,99

o

g I 20,92 31,76 52,69 1,52 0,002 0,043 0568 0,218 0,272 0,012 0,109 0,643 — 54,55
~ ‘. I 19,11 27,98 47,09 1,46 0,010 0,031 0,519 0,194 0,240 0,010 0,116 0,655 — 48,86
E EZm 1 20,18 30,11 50,29 1,49 0,002 0,040 0450 0,210 0,276 0,009 0,115 0,612 — 52,00
i v 20,44 30,23 50,68 1,48 — 0,036 0,517 0,213 0,272 0,008 0,270 0,771 — 52,76
\V 18,44 29,70 48,14 1,61 0,002 0,258 0,342 — 0,261 0,013 0,047 0,759 0,008 49,83
L3 zsetd 31,12 42,31 73,43 1,36 0,079 0,241 0,399 0,510 0,246 0,005 0,089 2,179 N 77,18
| 2265 32,94 5559 1,45 0,068 0,112 0,180 0,242 0,109 0,002 0,048 0,793 — 57,15
‘r I 2065 3155 52,20 1,53 0,066 0,108 0,168 0,238 0,104 0,002 0,131 1,131 — 54,15
cL3m 1 2059 30,72 51,31 1,49 0,037 0,107 0,165 0,233 0,002 0,001 0,034 0,764 — 52,65
v 21,40 3153 52,93 1,47 0,035 0,106 0,163 0,231 0,107 — 0,033 1,355 — 54,96
Vv 19,60 29,61 49,21 1,51 0,060 0,107 0,159 0,228 0,106 — 0,033 0,851 — 50,74
Cuvarkuca 0,63 2,36 2,99 3,64 0,018 3,343 4,682 1,010 0,382 0,835 0,955 — 13,71

— Sadrzaj je ispod granice detekcije. Granica detekcije za: Trehalozu 0, 042 mg/g; Melibiozu 0,062 mg/g; Izomaltozu 0,063 mg/g; Gentiobiozu 0,052

mg/g, Erlozu 0,067 mg/g.
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Tabela P7. Sadrzaj mikroelemenata i makroelemenata u uzorcima osusenih listova ¢uvarkuce

Sadrzaj mikroelemenata i makroelemenata (mg/kg SM)

E’Zr(')rka Al Bi Ca cd Co Cr Cu Fe

1 145+ 3 099 + 002  2211+12  0,045+0004 0043+0001  29+02 513+009 243003
2 400407  0,78+0,03 2199 + 5 i i 146+006 4404003  1,28+0,02
3 6151+005  031+002  3233+24 i 0,19 + 0,01 8,1+0,2 368+001  1,10+0,01
4 269+03 048440002 2336+ 40 i i 38+0,1 508+009 0,93 +0,01
5 869+03  060+001 334752 i i 301+£004  499+001  151+001
6 5062+009  079+003 297646 i i 21+0,2 2054001  1,28+001
7 1034+05  062+0,03 2074 +7 i i 41+0,1 384+007  1,60+001
8 1702408  071+002  3177+15  0032+0002 048+001  1465+007 646+007  1,99+007
9 5014+002  067+003 2684 %40 : : 1224002  358+007  154+0,03
10 500+04  045+003 2229 +55 i i 310+003  487+006  1,28+005
11 4763+006  055+001  3725+40  0009+0001 0082+0001 833+008  330£003  1,000,01
12 7242 0564002  2894+35  0011£0001 016001 8,0+0.2 4144005  0,65+0,04
13 766+08  0255+0001  2241+51 : : 27402 3574001 1434005
14 752405  093+006  3084+73 i i 2104001  419+005  1,84+004
15 109 + 2 0384001  3163+44 i 0041+0001  23+02  3974+0001 1,70 +0,04
16 149 +2 049+002  3386+69  0020£0001 031001 9,7+0,6 5034011  0,75+0,03
17 96 + 2 068+001  4031+91  0014+0001 003940003 4,002 2894011 1,47 +0,03
18 227 + 4 1194005 4550 +13 i 00200002  46+03 24+0,1 0,91 +0,08
19 143 +3 0,5+0,3 6615+ 115  0,045+0004 023+002  181+05 2.5+0,2 07402
20 22243 063+001  5786+92 016240005 1354002  368+07 4464003  035+0,02

* — Sadrzaj je ispod granice detekcije. Granica detekcije za: Cd 0,008 ug/L; Co 0,001 pg/L.
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Tabela P7. Nastavak

Sadrzaj mikroelemenata i makroelemenata (mg/kg SM)

Br. K Mg Mn Na Ni P s Zn
uzorka

1 2175 + 14 3458 + 75 0,59 % 0,01 186 + 3 3,97 40,08 1945 + 42 878+ 7 3,14 % 0,04
2 2574 + 34 4263 + 14 029+£001  172,2+0,7 04110004  2125+22 1235+ 7 2,55 + 0,04
3 1464 + 7 3187 + 18 4,46 % 0,04 231+2 2,39 40,02 1666 + 21 1390 + 10 2,92 0,03
4 2460 + 5 3686 % 2 0,96 % 0,01 189 + 2 0,46 £ 0,03 2164 %9 669,4+04 2372001
5 2021 + 11 2963 + 63 0,79 £ 0,02 251 +3 0,80 + 0,04 1677 + 25 1199 + 28 1,58 + 0,01
6 1582 + 2 3424 + 25 0,62 0,01 242 + 1 0,65 + 0,01 1681 + 24 1179 + 12 1,45 + 0,04
7 2261 + 25 2583 + 20 0,92 +0,02 181 +2 0,53 +0,01 1649 + 12 793 +7 2,22 +0,01
8 2623 + 25 3485 + 48 85+0,2 229 +3 0,76 0,01 2268 + 28 818 + 11 3,42 +0,01
9 2272 + 10 4121+9  0,313+0,003 207 +2 0,39 +0,03 2173 + 14 1092 + 6 1,47 +0,03
10 2216 + 17 3384 + 58 0,34 £ 0,02 200 + 3 0,531+£0,003 2072+ 38 820 + 14 1,62 + 0,01
11 1603 +5 1771 + 19 3,34 1 0,04 278 +2 0,53 40,03 2025 + 26 1379 + 14 2,63+ 0,03
12 1356 + 8 2216 + 24 3,01 % 0,02 214 +3 2,16 0,03 1629 + 19 1320 + 13 3,54 % 0,06
13 2356 + 17 3185 + 21 0,70 0,02 199 + 2 0,36 0,01 2174 + 30 886 + 13 1,79 0,03
14 2153 + 14 3930 + 41 0,57 0,01 245 + 3 0,85 % 0,02 2341 + 13 1012+4 1,788 +0,003
15 2002 + 13 4078 + 59 0,714 0,03 245 + 2 0,74+ 0,01 2207 + 39 1218 £16 2,115+ 0,002
16 1517 + 6 2776 + 12 42+0,1 260 + 3 2,72 0,02 1997 + 16 1666 + 16 3,67 0,04
17 1205 + 26 1864 + 14 1,00 + 0,01 300 +3 0,63 + 0,05 1865 + 7 1365 + 25 2,91 +0,05
18 1090 + 11 2537 £ 72 1,71 +0,01 320+2 0,62 + 0,02 1775 + 27 1443 + 37 1,26 + 0,02
19 1209 + 10 3842 + 48 12,8 +0,2 463 +3 0,98 + 0,02 1952 + 23 1482 + 17 3,39 + 0,04
20 958 + 10 2812 + 30 31,3+0,4 39745 4,04 +0,01 1923 + 11 1802 + 13 18,2 + 0,4
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Tabela P8. Antioksidativna aktivnost odredena u ekstraktima cistog meda ekstrahovanog
zakiseljenom vodom (pH 2), Ciste Cuvarkuce ekstrahovane zakiSeljenom vodom (pH 2) i bez
rastvaraca (b.r.), kao i preparata ¢uvarkuce i meda (¢+m) ekstrahovanog zakiSeljenom vodom (I-V
nedelja) i bez rastvaraca (I 1 V nedelja)

DPPH Bagremov med Livadski med Cuvarkuéa
(umol TE/kg) B1 B2 B3 L1 L2 L3 C
Cistmed 329,81 110,37 80,89 291,14 269,51 1054,46
I 310,00 290,32 477,96 360,85 285,44 531,36
&+m I 500,52 589,55 324,83 249,62 188,70 891,90
H.0 i 219,84 348,28 287,35 295,88 245,04 420,14  1257,27
pH 2 v 496,66 418,96 42852 207,57 171,76 531,14
\Y 333,39 243,01 442,16 182,44 145,27 360,15
&+m I 444,33 498,16 424,59 507,27 500,58 965,66 1259 14
b.r. \Y 425,41 305,94 788,42 441,17 43591 438,04 ’

Tabela P9. Procenat varijabiliteta

antioksidativni PCA model

opisan glavnim komponentama za svaki pojedinacni

PCA model Procenat varijabiliteta opisan glavnim komponentama (PC)
PC1 (%) PC2 (%) PC3 (%) PC4 (%)
HPTLC-DPPH 45,95 21,11 14,77 5,43
HPTLC-ABTS 40,32 19,11 14,09 8,87
HPTLC-TRP 38,39 20,91 16,73 7,00
HPTLC-TAC 55,53 14,08 9,56 5,85
HPTLC-FC 34,83 27,83 12,36 9,12
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Tabela P10. Antibakterijska aktivnost ispitana agar—difuzionim metodom u bunari¢ima
predstavljena duzinom pre¢nika zone inhibicije rasta bakterija u milimetrima (mm)

Br. B. M. S. E. K
ekstrakta subtilis lysodeikticus aureus MRSA coli pneumoniae
1 13 15 11 17 0 0
2 11 17 0 14 0 0
3 11 14 0 14 0 0
4 12 16 11 15 0 0
5 11 14 0 0 0 0
6 12 15 0 0 0 0
7 12 13 0 0 0 0
8 13 14 0 11 0 0
9 13 16 12 12 0 0
10 13 16 11 12 0 0
11 13 13 0 11 0 0
12 12 12 11 12 0 0
13 14 16 11 12 0 0
14 13 18 11 13 0 0
15 12 14 11 13 0 0
16 11 13 0 11 0 0
17 0 13 0 11 0 0
18 0 12 0 11 0 0
19 12 17 11 13 0 0
20 11 14 12 12 0 0

Tabela P11. Procenat varijabiliteta opisan glavnim komponentama za svaki pojedinacni
antibakterijski PCA model

PCA model Procenat varijabiliteta opisan glavnim komponentama (PC)
PC1 (%) PC2 (%) PC3 (%) PC4 (%)

B. subtilis 55,95 18,62 6,30 4,81

E. coli 35,27 21,61 9,08 5,73

Bagremov med 43,44 18,74 12,27 5,92

Livadski med 38,71 21,45 8,56 5,81

Sa zakiSeljenom vodom 43,62 19,48 11,09 5,06

Bez rastvaraca 31,46 19,54 11,61 9,49
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H3zjasa o ayropcTBy

Nwme u ipezume ayropa  Muiunna JaHkoB

Bpoj unpekca J1X06/2017

HUzjaBbyjem

Jla je JOKTOPCKa IMCePTaIlrja Mo T HaCIIOBOM

duroxeMujcku Npopua U OHOJIOMIKA AKTUBHOCT JIUCTA YyBapKyhe

(Sempervivum tectorum L..)

® DPE3YJITAT COIICTBCHOT UCTPAKUBAYKOT pajia;

e Ja qucepTalyjay UeJIMHHU HU y JIeJIOBUMa HUje Oujia MpeasiockeHa 3a CTUIambe JIpyre TUIIoMe
IpeMa CTyIMjCKUM MPOrpaMuMa JPYTUX BUCOKOIIKOJICKUX YCTAaHOBA;

® Jia Cy pe3yJiTaTu KOPCKTHO HABCACHU U

e J[a HUCAM KpIIWJa ayTOpCcKa IpaBa U KOPUCTHO/JIa HHTEICKTYyaIHy CBOJUHY APYTHX JIHUIIA.

VY beorpany,

[Tornc ayropa
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I/IsjaBa O UCTOBETHOCTH IITAMIIaHE U €JIEKTPOHCKE Bep3nje AOKTOPCKOI' paaa

Nwme u nipe3ume aytopa Muimna Jankos

bpoj nnaekca X06/2017

Cryaujcku mporpam Xemnja

Hacnos pana ®duroxemMujcku npopua U OMOIOMIKA AKTHBHOCT JIMCTa

yyBapkyhe (Sempervivum tectorum L.)

MenTtop Ipo¢. np Aymanka Munojkosuh—Oncennna

W3jaBpyjeM 1a je mramIiaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia HCTOBETHA CIIEKTPOHCKO] BEP3HjH
KOjy caMm TMpenana paad TOoXpamHBama y JIUTHTaHOM perno3uTopujyMy YHHBEpP3UTETA Yy
beorpany.

Jlo3BosbaBam J1a ce 0OjaBe MOjU JIMYHHU O/Ialld Be3aHU 3a J0OWjame aKaJeMCKOT Ha3uBa JJOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UME U TIpe3uMe, TOJMHA U MECTO pol)ema u JaTyMm of0paHe paja.

OBM JTMYHM MOJAlM MOTY ce 00jaBUTH Ha MPEXHUM CTpaHHlLlaMa JUTUTaiIHe Oubnuorteke, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJIory U 'y myOnukanujama YHuBep3urera y beorpany.

V Bbeorpany,

[Tornuc ayropa
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N3sjaBa o xopumhemy

Osnamhyjem VYHuBep3uTeTcKky Oubmmoreky ,,CBerosap MapkoBuh® ma y Jurwramau
peno3uToprjyM YHuBep3uTeTa y beorpaay yHece Mojy JOKTOPCKY JUCEPTALN]y MO HACTIOBOM:

DuToXeMHUjcKH NPoPuI U OMOI0IIKA AKTHBHOCT JicTa yyBapkyhe

(Sempervivum tectorum L.)

KOja je MOje ayTOPCKO JIEIO.

Jucepranujy ca CBEUM IPHJIO3MMa TIpealia caM y eJICKTPOHCKOM (opmary MOroJHOM 33 TPajHO
apXUBHPAIbE.

Mojy AOKTOpPCKY AMCEpTalHjy MOXpameHy y JWruTamHOM perno3uTopujymy YHHBEpP3UTETA Y
beorpany u nocTynHY y OTBOPEHOM MPHCTYIy MOTY Ja KOPHCTE CBH KOjH IOIITYjy oapende
cajpxkane y onadpanom tuny iuienine Kpearusue 3ajeqauie (Creative Commons) 3a Kojy caM ce
OJUTyYHIIA.

1. Ayropcrso (CC BY)

2. AytopctBo — Hekomepuujanao (CC BY-NC)

3. AytopctBo — HekoMepujaiaHo — 6e3 nmpepaaa (CC BY-NC-ND)

4. AyTopcTBO — HEKOMepIHjanHo — neaut nox uctuM ycinosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6¢3 npepaaa (CC BY-ND)

6. AytopctBo — nenutu o uctuMm ycrnosuma (CC BY-SA)

(MonuMo aa 3a0Kpy>kHTe camo jeaHy o mecT nonyhenux iunennu. Kparak

OTIUC JINIICHIIH j€ CACTaBHU JIEO OBE M3]aBE).

VY beorpany,

[Tornuc ayropa
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1. AyropcTtBo. Jl03BoJbaBaTe yMHOXaBambe, MUCTPUOYIH]y W jaBHO CAaOMINTaBame Jena, U
npepaje, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HAuuH oJjpel)eH of] cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JHUIICHIIE,
Yyak U y KomepiujaiaHe cepxe. OBo je Hajcia000 HUja OJ1 CBUX JIMIICHITH.

2. AyTopcTBO — HeKoMepuHujajaHo. J[o3BospaBaTe yMHOXKaBame, TUCTPUOYILIHM]Y W jaBHO
CaoIIITaBamke JIeNa, U Ipepajie, ako ce HaBelle UMe ayTopa Ha HauuH ojpeleH o1 cTpaHe ayTopa
WK JaBaoria juieHIe. OBa JUIeHIIa He J03BOJbaBa KOMEPIIMjaIHy yHoTpeOy aena.

3. AyYTOpCTBO — HeKOMepUHjaaHO — 0e3 mpepajaa. /[03BosbaBaTe YMHOXKABAKE, TUCTPUOYIIN]Y
U jJaBHO CaoIIITaBamke Jeja, 6e3 mpoMeHa, MpeoOINKoBama Wi yIoTpeode Jena y CBOM JIely, ako
Ce HaBeJle UMe ayTopa Ha Ha4MH O/ipel)eH o] CTpaHe ayTopa Wi AaBaola JuieHie. OBa JuleHIa
HE J1I03B0JbaBa KOMEPIUjaIHy ynoTpeOy aena. Y OJHOCY Ha CBE OCTalle JTUIEHIIE, OBOM JIULIEHIIOM
ce orpannyaBa Hajpehu oOuM npaBa kopuithema sena.

4. AyTOpCTBO — HeKOMEpPUHjadHO — /AeJUTH TMOojJ HUCTUM YyciaoBuma. Jlo3BosbaBare
YMHOKaBamwe, TUCTPUOYIUjy U JaBHO CAOMIITaBakE Jelia, U Ipepaje, ako ce HaBe/le UMe ayTopa
Ha Ha4MH ojipel)eH o/ cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JUIEHIIE U aKo ce Mpepaja AUCTpUOyupa mnoj
UCTOM WJIM CIMYHOM JuieHnoM. OBa JHIIEHIIa HE J03BOJbaBa KOMEPIMjaIHy yNnoTpeOy aena u
npepaja.

5. AyrtopctBo — 0e3 mpepana. Jlo3BospaBare yMHOXaBame, JUCTPUOYIU]Y U jaBHO
caomiiTaBame jena, 6e3 mpoMeHa, NMpeoOIuKOBama WKW yHoTpede Jiesia y CBOM ey, ako Ce
HaBeJle MMe ayTopa Ha Ha4yuH ojpel)eH o cTpaHe ayTopa WM jJaBaora jmieHre. OBa JumeHna
JTI03BOJbaBa KOMEPIIMjATHY ynoTpely nena.

6. AyTopcTBO — JeJIMTH MOJ UCTUM YycJI0BUMA. [[03BOJbaBaTe YMHOXKaBaWbe, JUCTPUOYLIU]Y H
jaBHO caomInTaBame Jeja, U Mpepaje, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH onpelheH of cTtpaHe
ayTopa WJIM JaBaolla JIMIIEHIIE M aKo ce Tpepaaa AUCTpuOyHpa MOJ HCTOM WU CIMYHOM
munieHiioM. OBa JHIEHIIA J03BOJbaBa KOMEPIIMjalIHY YMOTpeOy nena u mpepaaa. CiuuHa je
coTBEpCKUM THUIEHI[aMa, OJIHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KO/JIa.
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