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1. Uvod
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Nema stvari koja je bila tako vredna pr@vanja kao priroda
N. Tesla

Covjekova spoznaja ljiekovitih svojstava biljaka, deesa razvojem prvih ljudskih
civilizacija. Upotreba biljaka u ligenju vodi porijeklo iz daleke proSlosti. VjeStina
ljecenjem biljem razvila se kod svih narodadisala se, negdje viSe, negdje manje, kao
tradicionalna ili narodna terapija sve do danas.oln bilke koje su se uspjeSno
vijekovima upotrebljavale u tradicionalnoj terapijprinvaéene su i u medicini i
predstavljaju vazne ljekovite sirovine (Ldkil993). Vjestina lijgenja kod drevnih naroda
bila je povezana sa religijskim i ritualnim obredinsto se i danas $eetamo gdje su
ocuvni tradicionalni oblici ljudske zajednice (Knei&v2004). Podatke o kodiénju
liekovitog bilja u drevnoj proslosti moga je saznati iz etnografskih i arheolo3kih izvora i
pisanih spisa. Najstariji takvi izvori o koé&nju bilja sréu se kod Kineza (Sen-Nung,
2737-2698 god. p.n.e. ), Indusa (Vede, 2000-10@D gm.e.), takde, zapisi sa sumerskih
tablica iz tréeg milenijuma p.n.e. govore o Z@u koji su zauzimale arométie biljke
kao z&ini u ljudskoj ishrani, ali i kao ljekovite bilikekoje su prvenstveno koriStene kao
digestivi i tonici (MiSan, 2009). Posebno su vagfieene tablice otkrivene u Asiriji, koje
sadrze podatke o ljekovitom bilju, gdje se osimsapiaznih ljekovitih biljnih vrsta, govori
i o terapijskoj primjeni kao i galenskoj formi u jop se biljka upotrebljava. Podatke o
upotrebi ljekovitog bilja Asirci su prevashodno pzeli od Sumera i Vavilonaca. U tim
drevnim vremenima se pominju: ricinus, vrba, vindeaa, lokvanj, kafa i mnoge druge
bilike. Osniv&em evropske farmakognozije, smatra se starorinedkad, gekog porijekla,
Pedanius Dioscoridegl vijek, n.e.) (www.wikipedia.org.). Procjenjujge da,c¢ak i u
danasnje vrijeme, oko 60% ukupne svjetske popelae oslanja na upotrebu ljekovitog
bilja u profilaksi i terapiji razliitih oboljenja, te su stoga prirodni proizvodi ve® poznati
kao zng&ajan izvor lijekova (Harvey, 2000). Posebno mjestedu njima zauzimaju
aromaténe biljke ¢ija je upotreba u fitoterapiji opravdana u vejikojeri zahvaljujdi
bioloskim funkcijama sekundarnih metabolita kam st  terpenoidi (Bozin, 2009). Ne

jedinjenjima iz ove grupe posebno se ¢isti isparljiva jedinjenja iz klase mono- i

1



Doktorska disertacija Bugarin DuSan

seskviterpena. Najnovija istrazivanja iz oblastinije, biohemije i medicine pokazuju da
aromaténe ljekovite billke sadrzecitav niz strukturno divergentnin sekundarnih
biomolekula koji pokazuju: antibakterijska, antifaina, antiinflamatorna, antialergijska,
antimutagena, hepatoprotektorna kao i snazna adi@ktna svojstva (Chun-Mao Lin et
al., 2002; Giunduz et al., 2008). Dokazano je dagiop supstance aromtatih biljaka
pokazuju zn&jnu antitumorsku aktivnost inhibicijom aktivnodiMG-CoA reduktaze
(Crowell et al, 1996). Pored navedenog, aronati biljke predstavljaju ziajnu sirovinu
za izolovanje etarskih ulja, koja se primjenjujuragli¢itim industrijskim granama, a
pogotovo u savremenoj kozmiddj, farmaceutskoj i prehrambenoj industriji (Kofei,
2002).

Danas su veoma intenzivha ¢avanja antioksidantnih aktivnosti arontaih
biljaka i njihovih ekstrakata. Naime, savremenahkimijska i biomedicinska istraZzivanja
nedvosmisleno su dokazala da je nekontrolisanaupui@ slobodnih radikala u humanom
organizmu uzrok brojnih patoloskih stanja kao Sto: Sstarenje, kancerogeneza,
kardiovaskularna, neuroloSka oboljenja itd (HalliweGutteridge, 1999). Poznato je da
oksidacioni stres moze dovesti i do karaktefisli mutacija koje mogu inicirati razite
patoloSke procese u organizmu (De Flora et al.5R00

Pored toga oksidativni procesi uzok su i promjenaliteta hrane kao i raznih
prehrambenih i kozmekih proizvoda. Zbog toga se u industriji hrane izkmtitkih
preparata sve viSe koriste antioksidanti-jedinjewga na razliite naine spri€avaju ili
usporavaju oksidacione procese.ddeém dokazano je da neki sintetski antioksidans ka
Sto su 2,6-dterc-butil-4-metilfenol (BHT), (1,1-dimetiletil)-4-metoksifenol (BHA) i
propilgalat (PG) u oddenim koncentracijama i uslovima mogu djelovati kaotageni i
dovesti do razvoja kancerogenih procesa (Nam&90).

Brojna istraZzivanja pokazuju da su aroriadi biljke nepresuSan izvor bioloSki
aktivnih jedinjenja koja imaju sposobnost da intahi Stetne oksidacione procese kako u
Zivoj ¢Celiji tako i u razlEitim nezivim bioloSkim sistemima i supstratima. €drtoga od
davnina je poznato da etarska ulja arotmdti biljaka djeluju kao snazni antimikrobni
agensi te se uspjeSno mogu Kkoristiti za spyanje kvarenja raziitih proizvoda (Mimica-
Duki¢ i Bozin, 2008).
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Mirta (Myrtus communisL.) je aromatina biljka Siroko rasprostranjena u
mediteranskom pojasu. lako je od davnina prisutngadicionalnoj medicini lokalnog
stanovniStva, u nasoj zemlji nije dovoljno ispitiza

Polazéi od hipoteze da bi s obzirom na prisustvo jedijgdenolnih i terpenskih
struktura ova biljka mogla biti ztajan prirodni resurs bioloSki aktivnih jedinjenja,
preduzeta su detaljna hemijska, biohemijska i Bkdoistrazivanja vrst®lyrtus communis
L., sa ciliem da se utvrdi zdaj ove biljne vrste, kao komercijalno isplativecsine za

prehrambenu, farmaceutsku i koznikti industriju.
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2. Cilj rada
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1) Hemijska karakterizacija vrste Myrtus communisL.
Preliminarna hemijska ispitivanja samonikle vistgrtus communid. sakupljene na
Sest lokaliteta u Crnoj Gori (Ulcinj, Bar, Budvalyat, Kotor i Herceg Novi):
e analiza kvalitativnog i kvantitativnog sastava mhfeh klasa fenolnih
jedinjenja,
e ispitivanje kvalitativnog i kvantitativnog sastavaparljivin jedinjenja-
etarskih ulja.
2) lIspitivanje biohemijskih aktivnosti ekstrakata vrste Myrtus communisL.:
e in vitro ispitivanje antioksidantnog djelovanja na atéee kratko- i dugo
Zivece slobodne radikale (DPPH, OH, NO f)0kao i uticaj na lipidnu
peroksidaciju i inhibiciju enzima ksantin-oksidaze,
e odrelivanje ukupnog redukcionog potencijala ispitivanékstrakata
(FRAP).
3) BioloSka ispitivanja ekstrakata vrsteMyrtus communisL.:
e ispitivanje antibakterijskog djelovanja na odabr&TeCC bakterijske
sojeve,
e odrefivanje antimutagenog efekta na spontanu i t-BO@ddikovanu

mutagenezu &. coli1C202.
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3. Opsti dio
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3.1.Myrtus communis L.-mirta, mga

VrstaMyrtus communig., pripada familijiMyrtaceae Ova familija obuhvata 130
rodova i preko 3000 vrsta rasprostranjenih u kops suptropskim predjelima. To su
nage&e zimzelene, drvenaste vrste koje u raznim organimagese u listu i kori sadrze
vec¢e ili manje koltine etarskog ulja. Listovi su naspramni, rijetkoizngeniini,
zimzeleni, koZasti, cijeli sa vrlo sitnim stipulam&vjetovi su pretezno sloZzeni u
metlicaste, rijetko u grozdaste ili dihazijalne cvaRbod Myrtus obuhvateoko 60 vrsta. U
Evropi raste samo jedan predstavnik ovog relyatus communis.., koji je sastavni dio
makije. Ime roda pate od gtke rijeci myrein= bujati, ili myron= balzam, jer listovi i
plodovi miriSu (Jovano¥, 1991). Mirta potle sa Istoka, a u mediteranske zemlje
prenijeta je joS u praistorijsko doba (@y1i1986). U Crnoj Gori raste na primorju kao
samonikla biljka.

VrstaMyrtus communis. je veoma varijabilna. U okviru vrstdyrtus communis
L. opisane su dvije podvrstdyrtus communid.. ssp.tarantenai Myrtus communig..
ssp. archangeli. Mirta je razgranati zimzeleni Zbun sa gustim, efiin i uspravnim
stabljikama. Podvrstarantenadostize visinu do 5 m, dok podvrsiechangeli¢ak i do
20 m. Mirta raste u sredozemlju kao sastavni dimzeienih Suma i makije.
Karakterististtno za makiju,¢iji je mirta obavezni konstituent, je to da je iaduwje
sekundarna vegetacija koja je nastala uglavnonopogienom degradacijom primarne
vegetacije. Taki#e, se mozZze ra i u Sumama alepskog bora. Listovi kod mirte su
naspramni, kozasti, jednostavni, cijelog obodaotjakasti ka vrhu suzeni, 1 do 2 cm
dugi i od 0,5 do 1 cm Siroki, odaju jak miris. ldst su odozgo tamnozeleni, dok su sa
nalicja svjetliji. Kora je svijetla, crvenkasta, kasnpepeljasto-siva. Biljka cvjeta tokom
jula i avgusta, cvjetovi su usamljeni u pazuhuolist, bijeli na drSkama sa pet latica i
mnogo prasnika, aktinomorfni, hermafroditni, mjasi. Plod je okruglasta ili ovalna
bobica promjera 5-7 mm i obavijegaSicom (Jovano¥j 1991) (slika 3.1.). Kad sazriju,
u novembru, postaju mesnate¢is® i plavkasto-crvene, a u njima je mnostvo bulstiia
sjemenki (Grlé, 1986).

Iz gore navedenog moze se zadijuda mirta ima izrazito kseromorfnu gha 1z
svjezih listova se hidro-destilacijom dobija midinlje. Etarskog ulja ima i u cvjetovima

I plodovima, ali znatno manje u odnosu nadis
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Slika 3.1 Myrtus communi&. u cvijetu i sa plodovima

Prema podacima iz literature procenat etarskogseljerée: u listovima oko 0,8%,
u cvijetu oko 0,4%, u nezrelim plodovima oko 0,586k u zrelim plodovima svega oko
0,02% (Gautheier et al., 1988; Boelenes i Jimeb@2]1; Garry i Chalchat, 1992).

3.2. Hemijski sastav vrsteMyrtus communisL.

3.2.1. Etarska ulja

Etarska ulja predstavljaju specife, najeXe te&ne produkte biljnog tkiva. To su
sekundarni biljni metaboliti definisani kao mje3ailipofilnih, te&nih, mirisnih i isparljivih
komponenti prisutnih uglavnom u viSim biljkama. Bxad je opisano vise od 3000

komponenata etarskih ulja (Kohlert et al., 2000k 8ve komponente svrstane su u 5 klasa:

e terpenoidi,
e alifaticne isparljive komponente (dugok&ami ugljovodonici i njihovi oksi derivati),

odgovorne za takozvanedre mirise,



Doktorska disertacija Bugarin DuSan

e aromattne isparljive komponente (derivati benzoeve kigglifenilpropanoidi i
kumarini) veoma intenzivnog mirisa,

e supstance koje sadrze azot (indolski derivatiatdiii amini), neprijatnog mirisa na
ribu,

e supstance koje sadrze sumpor (izosulfocijanatganski disulfidi), nosioci jakih,

neprijatnih mirisa.

Terpenoidi, predstavljaju najbrojniju grupekundarnih metabolita biljaka. U etarskim
uljima su zastupljene dvije klase terpenoida: merp®ni (C-10), (regularni, isparljivi) i
seskviterpeni (C-15). Monoterpeni se javljaju u ikibl aciklicnih (linearnih), mono- i
bicikli¢nih, alifatiénih i aromaténih struktura. U okviru frakcije seskviterpena,nforane su
joS raznovrsnije strukture osnovnog skeleta, a zhdgne lanca C-atoma ée& je mogadnost
razlicitih ciklizacija. Obje klase, u zavisnosti od uvade funkcionalnih grupa, mogu se
javiti u obliku: ugljovodonika, alkohola, fenolagtona, oksida, estara. Do sada je u etarskim
uljima identifikovano nekoliko stotina monoterpenia,nekoliko hiljada seskviterpena.
Monoterpene mozemo predstaviti sa tridesetak, d@kwterpene sa preko 200 osnovnih
struktura (Devon i Scott, 1972). Na sobnoj tempeiaetarska ulja su lako pokretljive,
bezbojne ili slabo obojene, bistr&nesti, rele imaju viskoznu ili polévrstu konzistenciju.
Ve¢ na nizim temperaturama, pojedini sastojci etarsWifa isparavaju i zato imaju
speciftan, prijatan ili neprijatan miris. Etarska ulja sonjeSe raztitih jedinjenja, tako da
ona frakciono kljdaju u intervalu od 150-35C.

Biljke koje sadrze etarska ulja nazivajuasemattne. Ove biljke su zastupljene u
preko 50 familija, a najpoznatije su aroniaé biljke iz familija:Asteraceae, Lamiaceae,
Apiaceae, Rutaceae, Myrtacea¢aureaceaeEtarska ulja su lokalizovana u razim
dijelovima biljaka. Interesantno je da etarska ldjalizovana u razitim dijelovima iste
biljke, mogu biti slénog sastava, ali se mogu i 2amo razlikovati (npr. etarsko ulje
zrelog i zelenog ploda). Ide, aromatine biljke sadrze n&se manje od 1% ulja. Ove
mirisne t&nosti nastaju u biljkama aktivn@s endogenih i egzogenih sekretornih tkiva.

Biosinteza osnovnih klasa terpenoida odvija senprézv.”biogenetskom pravilu
koje je ustanovio RuZka (1953. god.), Sto sugeriSe da se sve klase emojia
sintetizuju iz biohemijski “aktivnog izoprena” (ki 3.2.). Biohemijski aktivhe
izoprenske jedinice se identifikuju kao piro-fosiafdifosfatni) estri i to kao dimetilalil
pirofosfat (DMAPP) i izopentenil pirofosfat (IPP)
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Slika 3.2 Biogenetsko izoprensko pravilo (Rtia, 1953)

Razlkite klase izoprenoida, iz iste izoprenske jedinitastaju poméu razliitih
kondenzacija, ciklizacija, intramolekulskih prentgga ili adicija. Acetat-mevalonatni

put (slika 3.3.) je dugo smatran za jedini biodidke put u svim organizmima za

biosintezu IPP (Mimica-Dukj 1995).

(f HSCoA O HSCOA OH ) NADPZHNADP+ OH
Hooc,_ '\’ \ _f’ Hooc, \¢
(1) (3) OH

SCoA SCoA SCoA (2 SCoA
acetil-CoA acetil-CoA acetoacetil-CoA 3-hidroksi-3- mevalonska kiselina
metilglutaril-CoA (MVA)
SCoA (HMG-CoA)
AT ATP
@] 65)
AD ADP
ADP + Pj OH
/K/\ )\/\ o HOOC\X/\
_—
OPP ) OPP (6) OPP
dimetilalil-difosfat izopentenil-difosfat CO, mevalonat-5-difosfat
(DMAPPF) (IPP)

Slika 3.3. Acetat-mevalonatni put za biosintezu izopenteiidstata (IPP) i dimetilalil-

disfosfata (DMAPP)0Odgovarajdi enzimi su: (1)p-ketoacil-tiolaza; (2) HMG-CoA-sintetaza; (3) HMGeS-
reduktaza; (4) mevalonat- kinaza; (5) fosfo-mevatekinaza; (6) difosfat-mevalonat-dekarboksilazg; izopentenil-

difosfat-izomeraza
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Etarsko ulje mirte prisutno je u listu, cvijetulogu. Istrazivanja sastava etarskog
ulja mirte pokazala su da su najzastupljenije komepbe iz klase monoterpena i -
pinen, 1,8-cineol, mirtenol, mirtenilacetat, terpiren-4-ol, limonen, linalol (Gautheier
et al., 1988; Boelenes i Jimenez, 1991; Garry il€fa, 1992)ije su strukture date na
slici 3.4.

4
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Slika 3.4.Dominantni monoterpeni u etarskom ulju mirte

Utvrdeno je da sastav etarskog ulja zavisi od geogrgfgiorijekla biljke
(Lawrence, 1997). Dominantna komponenta etarsk¢m mirte je 1,8-cineo| ¢ija se
koli¢ina krete 19-45%. Neki autori (Boelenes i Jimenez, 1992jlvajaju dva hemijska
tipa mirte u zavisnosti od kdélne prisustnognirtenil acetata (minimum 1%).Tako se
na primjer, ulje iz Spanije (Boelenes i Jimenez1)9 karakteriSe visokim sadrzajem
mirtenil acetata (35,9%), a malom kalinom a-pinena, dok npr. ulje mirte iz Maroka
(Gautheier et al., 1988; Boelenes i Jimenez, 1@y i Chalchat, 1992), Portugala
(Frazao, 1974; Boelenes i Jimenez, 1991), Franc(Sketheier et al., 1988), Albanije
(Boelenes i Jimenez, 1991), i bivSe Jugoslavijerf@sa Chalchat, 1992), sadrzi &
koli¢ine a-pinena (18,5-24,8%) mirtenil acetata.

U drugu grupu ubrajaju se ulja porijeklom iz Libaf@@arry i Chalchat, 1992), i
Irana (Weyerstahl, 1994) koja sadrze&rs#i kolcine a-pinenai 1,8-cineolg dok se npr.
etarsko ulje porijeklom iz Tunisa (Garry i Chalch&992), i Sardinije (Tateo i Picci,
1982), karakteriSe izuzetno visokim sadrzajespinena, koga ima dvostruko vise od

11
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1,8-cineola S druge strane, etarska ulja porijeklom izZker (Gautheier et al., 1988),
Kalifornije (Lawrence, 1997) i Rusije (Lawrence, 919, se karakteriSu visokim

sadrzajeniinalola i limonena.

3.2.1.1. Farmakolosko djelovanje etarskih ulja

Aktivnost etarskih ulja predstavlja mjeSavinu aktigti njegovih sastojaka.
Medutim, teSko je ispitivati aktivnost pojedifrah komponenti ulja zbog sinergi&itiog
djelovanja njegovih komponenti i uglavhom se dé&gnfarmakoloSka aktivnost ukupnog
etarskog ulja. Pored velike raznovrsnosti, néegye izdvojiti nekoliko dejstava koje
ispoljava veéi broj etarskih ulja. Zbog snaznog antimikrobnogloyanja (Chaumont i
Leger, 1992; Panizzi et al., 1993; Pattnaik et 97; Reddy et al., 1998; Rusenova i
Parvanov, 2009; Oussalah et al., 2007; Inouye .et28D1; Mimica-Duki et al, 2004;
BoZin et al., 2007) isparljive komponente etaraldja pokazale su se veoma prikladnim
za inhalaciju pri tretmanu infekcija respiratorrtoakta. Mnoga etarska ulja se zbog svoje
spazmolittke aktivnosti koriste za opusStanje spazma glatkeskmature organa
digestivnog trakta, a pored toga dokazano je daudiSu |lwenje enzima u ovim
organima i poboljSavaju proces varenja hrane (®#&d2009). Ovakvom aktivnéa
etarskih ulja na glatku muskulaturu mogu se objaporzitivni efekti primjene istih kao
blagih sedativa, relaksirajin sredstava i sredstava za otklanjanje nesanials (H
Aronson, 1991). Kada se aplikuju na kozu ili sleznetarska ulja pokazuju rubefacijentni
efekat, pa se primjenjuju u terapiji oboljenja $olvoma u perifernim miginim tkivima
(Ayoola et al., 2008). Iritantnim djelovanjem naziicu bronhija, odnosno pggnom
aktivnoZu njihovog cilijarnog epitela objaSnjava se ekspekttno djelovanje pojedinih
etarskih ulja (Crowell et al, 1996). Tala lokalnom iritacijom bubreznih tubula,
objaSnjava se diuréko djelovanje etarskih ulja (Stani Samardzija, 2006). Mirisne
komponente etarskih ulja stimuliSu olfaktorne reoep sluzokoze nosa, iniciraju
nervne impulse koji dovode do niza sekundarnih afekkao Sto su: akivacija
respiratornih organa, stimulacija rada srca i dakije, opuStanje glatke muskulature
(Hills i Aronson, 1991; Buchbauer i Irovetz, 1998yler, 1994; Bruneton, 1999). Za
pojedine komponente etarskog ulj#@-jénon, geraniol, perililalkohol,-limonen)
dokazano je da mogu djelovati kao snazni terapeutigecenju ili inhibiciji rasta tumora
(Yu et al., 1995; Crowell et al, 1996; Karlson &t ¥996; Bezerra et al., 2009). Treba
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naglasiti i da pojedina etarska ulja predstavljagficinalne droge mnogih farmakopeja
(Ph. Jug. V, 2000; Eur. Ph. 1V, 2002).

Rijetko je primijéeno da etarska ulja ispoljavaju hrémi toksénost. Malo je
podataka o eventualnom mutagenom, teratogenom dekagenom djelovanju etarskih
ulja, odnosno pojedinih komponenti etarskih uljaedMtim, pojedine komponente u
vecim kolicinama mogu ispoljiti toksno dejstvo. Tako tujon i pinokamfon pored
lokalnih oStéenja sluznice mogu dovesti do epilépth napada, i izazvati psitke
poremeéaje (www. wikipedia org). Teorijski postoji moguost da mentol ili kamfor
prouzrokuju géenje jednjaka, hipersalivaciju, hiperfleksiju i btpniju (Torii et al, 1988;
Schaller i Korting, 1995; Blumenthal, 1999). Sveakazuje na potrebu da se izolovana
etarska ulja moraju pazljivo primjenjivati, ndmm u aromoterapiji, danas veoma

popularnom n&nu lijec¢enja, ali i prilikom drugih primjena.

3.2.2. Fenolna jedinjenja biljaka

Druga zna&ajna klasa sekundarnih biomolekula miste fenolna jedinjenja. Ova
klasa jedinjenja obuhvata Sirok spektar supstanmie kao zajeddku karakteristiku imaju
aromaténi prsten sa jednom ili viSe hidroksilnih grupa.iljd fenoli su
najrasprostranjeniji sekundarni metaboliti biljak@alo danas ih je identifikovano viSe
hiljlada, u slobodnom obliku ilice¥e u obliku glikozida (Leucuta et al., 2005).
Monosaharidi koji n&@eXe ulaze u sastav glikozida su: glukoza, galakterabinoza,
ramnoza, ksiloza, manoza, glukuronska i galaktandgselinu, pored toga &eri mogu
biti prisutni u obliku: mono-, di-, tri-, ili tetr@aharida.

U literaturi se mogu tiarazlicite klasifikacije fenolnih jedinjenja od kojih je
naie&a klasifikacija koja se zasniva na broju uglj@vik atoma vezanih za osnovni
skelet fenola.

U prirodi postoje tri razlita biogenetska puta nastajanja biljnih fenola:

» Sikimat-arogenat put
» acetat-malonat put (poliketidni)
» mijesSoviti biosintetski put
Sikimat—arogenat put qinje reakcijom fosfoenol-piruvata (PEP) i D-eritood-

fosfata u kojoj nastaje 3-deoksi-D-arabino-7-folséptulozonska kiselina, a od nje nizom
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veoma slozenih hemijskih reakcija nastaje Sikimkiszlina kao centralni prekursor u

ovom biosintetskom putu (Popdyi2001) (slika 3.5.).
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Slika 3.5. Fenilpropanoidni biosintetski pubdgovarajdi enzimi su: (1) enzimski kompleks; (2) 3-
dehidrohinat-sintetaza; (3) 3-dehidrohinat-dehalrat (4) Sikimat-dehidroganeza; (5) Sikimat-kinaf8)  3-
fosfoSikimat-1-karboksivinil-transferaza (EPSP-stara); (7) horizmat-sintetaza; (8) horizmat-mutgg prefenat-
dehidrataza; (10) prefenat-dehidroganaza; (11}itirransaminaza; (12) fenilalanil-amino-liaza (PtAL3) tirozin-
amino-liaza (TAL); (14) cinamat-4-hidroksilaza (CAH
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Acetat-malonat put nastanka fenolnih jedinjenjajpcZmje kondenzacijom
acetatnih jedinica u poliketidni lanac koji je iaden od naizmjernih keto- i metilenskih
grupa (slika 3.6.).

CO
HSCoA o o co, 0 0 HSCoA o o o

o o

A+ "OA, - AL~ AA KA
SCoA SCoA SCoA SCoA  malonil-CoA SCoA

acetil-CoA malonil-CoA COOH acetoacetil-CoA linearni poliacetatni i,

Slika 3.6.Formiranje linearnog poliacetatnog niza

Ovako nastali linearni pliacetatni lanci mogu ddizovati na dva né&na:
» mehanizmom intramolekulske aldolne kondenzacije
» mehanizmom Klajsen-ove kondenzacije,

pri ¢emu se stvaraju razita fenolna jedinjenja (slika 3.7).

COOH COOH COOH
enollzggja
OH

orse//nska kiselina

o O O

o
/wua
OH

linearni poliacetatni n/z

COOH
enohzggja
OH

floroacetofernon

Slika 3.7.Biosinteza fenolnih jedinjenja preko poliacetatpaga

3.2.2.1. Farmakolosko djelovanje biljnih fenola

Dokazano je da fenolni sekundarni metaibddiljaka pokazuju Sirok spektar
farmakoloSkih aktivnosti. Potiteno je da fenolne kiseline inhibiraju ode@e enzimske
sisteme, od kojih je najztajnije djelovanje na lipidnu peroksidazu pa segrindibicije
ovog enzima mogu Koristiti kao konzervansi, afifsimatorni agensi i kao antioksidanti
Sto otvara brojne mogunosti za proSirenje njihove terapeutske primjeneié et al.,

2008). U literaturi postoji dosta podataka kojiywduju antimikrobnu, antioksidativnu,
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hepatoprotektornu, antiinflamatornu, vazoprotektiorn citostatsku aktivnosti ovih
jedinjenja (Shukla et al., 1992; Takasaki et 893, Tandon et al., 1995; Soon-Ok Oh et
al., 2008; Mimica-Duki i Bozin, 2008). Galna kiselina pokazala se ka&zananhibitor
produkcije antitijela i formiranja klona (Soon-OkhQet al., 2008). Interesantno je da
elagna kiselina neutraliSe Stetno dejstvo benzpaitg, inhibira njegovu mutagenost i
citotoksinost. Takde je dokazano da su glikozidni estri kafene kigelinhibitori 5-
lipooksigenazne aktivnosti u metabolizmu arahidensikeline i sinteze leukotriena, te se
smatra da se mogu Kkoristiti kao potencijalni aetigéni ili antiinflamatorni agensi
(Harborne, 1989). FarmakoloSka ispitivanja fenojeitinjenja vrsteMentha longifolialL.
potvrdila su spazmolitku i holeretéku aktivnost koja se pripisuje prisustvu fenolnih
kiselina (Mimica-Duké et al., 1996).

Potvdeno je da kumarini smanjuju permeabilnost zidovail&ea i limfnih sudova
pa se koriste kod inflamatornih procesa, kao imargenje eskudacija i edema (Tandon et
al., 1995). Neki kumarini intenziviraju glomerularriltraciju i djeluju kao diuretici.
Kumarini su fotosenzibilizatori (po¥avaju broj melanocita i pospjeSuju sintezu
pigmenta) pa se koriste u terapiji vitiliga i psare. Takde se koriste u lijgenju
katarakte jer su odgovorni za inhibiciju aldozaulgdze. Visnadirblokira kalcijumove
kanale i pojaava koronarnu vazodilataciju dok furanokumarinskrivhti djeluju kao
nespeciftni bronhodilatatori (Tandon et al.,, 1995). Kelinvisnagin djeluju kao
spazmolitici, ¢ak i pri minimalnim koncentracijama. Pomenuti kumaikoriste se u
terapiji: angine pektoris, &ne insuficijencije, tahikardije, ekstrasistola r. dJ
laboratorijskim uslovima utdena je mutagena aktivnost linearnih furanokumakoja
se ostvaruje njihovim povezivanjem sa pirimidinskibazama u lancu DNK (Cook i
Samman, 1996). Ovakva aktivnost se moze potencijakoristiti u terapiji kancera.
Dokazano je da se primjenom kumarina mogu aktivinakrofagi i kao takvi penetrirati
u tumorsko tkivo gdje neutraliSu maligelije (Murray, 2005). Herniarin, eskuletin,
skopolin i skopoletin pokazali su antiinflamatorraktivnost inhibirajdi otpustanje
eikosanoida iz jonofora stimulisanih makrofaga miflaaposata et al., 2007).
Antimutagenu aktivnost posjeduju i kumarin i umfelbon Medutim, pored svih
pomenutih pozitivnih efekata ne treba zaboravititoksicne efekte odenih kumarina
kao Sto su akutna hepatotaksist i kancerogenost alfatoksina (Murray, 2005).

Flavonoidi su jedinjenja sa izrazito Sirokdijapazonom farmakoloskih aktivnosti,

kao Sto su: antimikrobna, antioksidantna, antimemag hepatoprotektorna, antialergijska,
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antiinflamatorna, antivirusna, antikancerogena kasposobnost inhibicije oddenih
enzima (Cook i Samman, 1996).
Flavonoidi smanjuju krtost i permeabilnost, a p@weaju elastinost i osnovni
tonus zida kapilara, pa se koriste u terapiji hexgpa, dijabetesa, hipertenzije i
ateroskleroze (Kujund&i 2002). Ovo se objaSnjava time da flavonoidi kamnati
protona, sprigavaju redukciju dehidroaskorbinske kiseline ili onibiraju odretene
enzime (hijaluronidazu, elastazu i katehol-O-metiisferazu) i tako usporavaju proces
razlaganja elastingGokce i Haznedaroglu, 2008). Ispitivanja atineih flavonoida iz
grupe flavona, flavanola, flavonona i izoflavona peoliferaciju ¢elija raka crijeva,
pokazala su da svi ispitivani flavonoidi ispoljavajkoncentracijski zavisno
antiproliferativno dejstvo bez propratnog citostadg dejstva (Kuntiz et al., 1999).
Utvrdeno je da genisteidjeluje kao fitoestrogen i spfava stvaranje tumora dojke i
prostate (Messina, 1991; Steinmetz i Potter, 1924 kvercetin, ramnetin i izoramnetin
pokazano je da mogu redukovati Ratu holesterola u serumu jetre (Igarashi i Ohmuma,
1995).
Utvrdena je inhibitorna aktivnost flavonoida na sleglenzime:

e elastaza,

¢ hijaluronidaza (kvercetin i naringenin),

¢ katehol-o-metiltransferaza,

e CcAMP fosfodiesteraza,

o aldolaza reduktaza (kvercetin i metoksiflavon),

e protein-kinaza (luteolin),

¢ 5-lipooksigenaza,

e ciklooksigenaza (Chun-Mao Lin et al., 2002).

Pojedini flavonoidi mogu i aktivirati oddene enzime, pa se u literaturi mogdina
podaci da neki proantocijanidini aktiviraju enzimoln hidroksilazu, Sto je veoma
znaajno za sintezu kolagena i odrzavanje njegove nioenstrukture (McDonald et al.,
2001).

Za mnoge flavonoide dokazana je visoka antiokisida aktivnost u raztitim in
vitro sistemima (Ohshima et al.,1998; Jimenez i GarsiarGna, 1999; Pekkarinen et al.,
1999; Chun-Mao Lin et al., 2002; Mimica-Ddki Bozin, 2008). Poznato je da su

najaktivniji biljni antioksidanti fenolna jedinjeaj (fenolkarbonske i fenilpropanske
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kiseline, fenolni diterpeni, flavonoidi, kumarinigolifenoli), koja pokazuju aktivnost
kako u hidrofilnim, tako i u lipofilnim sistemimaAfora et al.,1998). Smatra se da je
antioksidantna aktivnost fenola prvenstveno retulfifnove sposobnosti da budu donori
vodonikovih atoma i kao takvi neutraliSu slobodredikale, uz formiranje manje
reaktivnih fenoksil radikala (slika 3.8.). P@ama stabilnost formiranog fenoksil radikala
pripisuje se prvenstveno delokalizaciji elektrongostojanju viSe rezonantnih formi. Sa
povetanjem stabilnosti nastalog fenoksil radikala paw&@ se moginost nastajanja
rekombinantnih reakcija koje dovode do terminac§®bodno-radikalskih procesa
(Ohshima et al.,1998).

_ . 5 5 O‘ _
CF-0Q-UF
T e e e
H i A CH’ Z |

Slika 3.8.Rezonantna stabilizacija radikala koji nastajeimla

OH

Pored efekta hvatanja radikala, fenoli, a t@ooflavonoidi i kumarini, mogu
djelovati kao preventivni antioksidanti heliranjgorelaznih metal&ime se sprjgava
formiranje hipervalentnihn metalnih formi koje su ljukene u procese inicijacije
prooksidacije (Arora et al.,1998).

U dosadasnjim istrazivanjima se pokazalo da suvate cimetne kiseline ja
oksidanti od derivata benzoeve kiseline, vjerovazling mogtnosti stabilizacije
slobodnoradikalskih formi konjugacijom u d&wm lancu. Sa po¢anjem broja
hidroksilnih grupa pouwsava se antioksidantna aktivnost flavonoida (Maraov
Yanishlieva, 1992).

3.2.3. Farmakolosko djelovanjeMyrtus communisL.

Mirta se u narodnoj medicini koristi od davniKad antékih naroda ova lijepa
aromaténa biljka bila je jako cijenjena i zajedno sa lamor smatrana je za svetu biljku

(Grli¢, 1986). Stari Grci jeli su svjeZe plodove mirtdam z&in i stomahik upotrebljavali
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su ih i u starom Rimu. Mirta ima Siroku primjenunoedicini, nardito u lije¢enju
respiratornin organa. Istrazivanja su pokazala dsngze u lij€éenju plnih i
respiratornih infekcija, hrotinog kaslja i tuberkuloze. PoboljSava imunoloSkekbije u
borbi sa prehladom, gripom i infekcijskim oboljgna (www. liberherbarum. com).
Dokazano je da mirta stabilizuje hormonalne pokexeetireoidne Zlijezde i jajnika, kao

I da uspostavlja ravnotezu funkcije hipotireoidrigezde. Mirta secesto Koristi i u
terapiji upale misia, kao i u lij€enju hemoroida. U turskoj narodnoj medicini, listov
plodovi mirte se koriste kao antiseptici, za zarag rana i kao veoma efikasno sredstvo
u lije¢enju urogenitalnih bolesti (Baytop, 1999).

FarmakoloSka aktivnost i ljekovitost mirte usko govezane sa prisustvom i
sastavom etarskih ulja. Utleno je snazno baktericidno i fungicidno djelovasijarskih
ulja mirte. U zvaninoj medicini se koristi i kao antiseptik, stomatakistrigens, aromatik
(Misan, 2009). Neka istrazivanja su pokazala darskta ulje mirte ispoljava i
antimalarénu aktivnost (Milhau et al., 1997.). Mirta se jakaavnina koristi u kozmetici,
glavni je sastojak preparata za uljepSavanje iz ¥jéka, znanog kao "d@eoska vodica".
Od fermentiranih bobica proizvodi se alkoholnéephazvano »eau d'Agnés«. U nekim
dijelovima Italije osuSene mirtine bobice upotralsfju se kao zé&n. Danas se koristi za
pripremu raznih preparata, jer je pogodna z&dipge masne koze, akni i proSirenih pora.
Jedan od registrovanih preparataselomyrtol forte(n)- koji se upotrebljava za lienje
akutnog i hroninog bronhitisa, kao i sinuzitisa (Markéy2005).

FarmakoloSka aktivnost mirte zasniva se na singgem djelovanju njenih

glavnih komponenti, etarskih ulja i fenolnih jedinja.

3.3. Slobodni radikali i antioksidanta aktivnost

3.3.1. Slobodni radikali i oksidativni stres

Slobodni radikali se ubrajaju u najreaktivnije hpske sisteme. Uzrok njihove
neselektivne reaktivnosti lezi u njihovom nesparenelektronu. U jako reaktivne
hemijske vrste pored slobodnih radikala ubrajaju seradikalski oblici koji su takie

oksidacioni agensi i lako se konvertuju u radikgddela 3.1.).
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Tabela 3.1.Najzna&ajniji slobodnoradikalski i neradikalski sistemigtiwell i

Whiteman, 2004)

SLOBODNI RADIKALI

NERADIKALSKI OBLICI

Reaktivne kise

ontine vrste (ROS)

superoksid anjon, ©
hidroksi radikal, OH
hidroperoksidni radikal, H®
peroksi radikal, Rg

alkoksi radikal, RO
karbonatni rasikal, C§®
ugljendioksidni radikal, C&

vodonik peroksid, kD,
hipobromna kiselina, HOBr
hipohlorna kiselina, HOCI

ozon, Q

singletni kiseonik, GtAg
organski peroksid, ROOH
peroksinitrit, ONOO
peroksinitritna kiselina, ONOOH

Reaktivne hlorne vrste (RCS)

atomski hlor, Cl

hipohlorna kiselina, HOCI
nitril (nitronijum) hlorid, NG,CI
hloramini

Reaktivne az

otove vrste (RNS)

azotmonoksidni radikal, NO
azotdioksidni radikal, N&

azotasta kiselina, HNO

nitrozo katjon, NO

nitroksidni anjon, NO

dinitrogen tetroksid, pD,
dinitrogen trioksid, NO3
peroksinitrit, ONOO
peroksinitritna kiselina, ONOOH
nitronijum (nitril) katjon, NQ"
alkilperoksinitriti, ROONO

nitril (nitrinijum) hlorid, NO,CI

lako smatran osnovnim molekulom i simbolom zivota planeti, kiseonik je

ujedno i najtoksiniji prirodni polutant (Emsley, 2001). Opstanakdty na Zemlji nije

mogute zamisliti bez kiseonika. Koriste ga svi aerobmgjamizmi u procesu respiracije

za dobijanje energije, ptiemu se on redukuje do vode, a slozeni organski kable

(lipidi, ugljeni hidrati, proteini) podlezu o

ksidamoj degradaciji.

Od ukupne kotiine kiseonika weliji, jedan mali deo (2—3%) transformiSe se u

toksikne oblike koji se nazivaju reaktivnim oblicima kisgka (ROS) (tabela 3.2.).
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Tabela 3.2.Reaktivne kiseotine vrste zn&ajne za oksidativni stres

Komponenta Mehanizam nastanka
Jednoelektronska redukciizy
(u reakcijama autooksidacije)
Protonovana form@,"

O," (superoksid anjon radikal)

HOO® (perhidroksilni radikal)

H,0, (vodonik peroksid) Dvoelektronska redukcij@;

OH* (hidroksilni radikal) Troelektronska redukcij@;

RO" (alkoksi radikal) Organski radikal kiseonika
OduzimanjeH™ od organskih
hidroperoksida

Prvo ekscitovano stanje

ROO* (peroksi radikal)

10, (singletni kiseonik)

Kiseonik moze biti toksian i u sledém oblicima:
= redukovani kiseorni radikali, koji nastaju éeliji u toku mnogih metabaikih
procesa,
= aktivirani oblici kiseonika, nastaju u fotohemijskiili termickim reakcijama,
premjeStanjem jednog nesparenog elektrona iz rapwe n orbitale molekula
kiseonika i
= molekulski kiseonik (Cadenas i Davies, 2000).

Kiseonik se u prirodi javlja kao biradikal sa dvesparena elekrona, koji imaju
isti spinski kvantni broj i locirani su u suprotmojentisanim orbitalama. Dodenjem
energije, osnovno stanje molekula kiseonika se naktwirati pri ¢emu nastaju dvije
reaktivne vrste. Ove dvije reaktivne vrste kiseanilazivaju se singlet kiseonic¢idy), u
kojima je spinska restrikcija uklonjena te je draksidacije zn&jno povéana. Jedinjenja
sposobna da izvrSe prenos energije na molekul kikaa izazovu njegovu ekscitaciju su
riboflavin i njegovi derivati (flavin-mononukleotidflavin-adenin-dinukleotid), hlorofil,
bilirubin, retinal i razni porfirini kao slobodniliivezani za proteine (Halliwell i
Guteridge, 1986) (slika 3.9.).
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O,
Transver energije u obliku jedno-elrktronska dvekelonska cetvoro-elektronska
fotosenzibilnih reakcija redukcija redukcija redukcija
riboflavin, FMN, FAD | pul ubihinon +2H" +4H*
hlorofil monoaragksidaza
bilirubin ksantin-oksidaza glikolat-oksidaza transportni
retinal peroksidaza oksidazl-aminokiselina lanac
porfirin cytbs urat-oksidaza elektrona u
cyt Piso fagocitoza mitohondrijama
T™I
spoljni faktori
v

102
v
0, )
Dismutacija, TMI v
H,0, v
(protonovana forma, £)
2H,0
(protovana forma &)
NO\
fagocitoza | TMI Fentonova T™I
reakcija
Haber-Weiss
reakcija
v
oNoo o, 0" HO HOO'

Slika 3.19.- Produkcija reaktivnih kiseo#mih vrsta.Skracenice: FMN — flavin-mononukleodit;
FAD - flavin-adenin-dinukleotid; cyt — citohrom; TIM joni prelaznih metala. Za @, i ONOO pokazano
je dacelijska membrana ne predstavlja barijeru za difuziyih vrsta unutacelije ili medu ¢celijama

(Groves, 1999), te mogu indukovati oksidacioniseakttno bilo gde weliji.

Kiseonini radikali se uceliji obrazuju univalentnom redukcijom kiseonika u
razlicitim katabolgkim i anabolékim procesima: u respiratornom nizu, prilikom
oksidacije ¢elijskin biomolekula (tiola, hidrohinona, katehol@&, oksihemoglobina),
dejstvom enzima (ksantin oksidaze, lipooksigengamstaglandin sintetaze i dr.),
dejstvom bivalentnih metalnih jona (Sayre et 899; Cadenas i Davies, 2000).

U reakciji sa biomolekulima (lipidi, prang DNA, ugljeni hidrati) oni izazivaju
njinova o3téenja i inaktivaciju (Halliwell i Gutteridge, 1989iki¢ et al., 1999). Neke od
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ovih interakcija su vrlo precizno kontrolisani segmi kaskada prenosa signala ili dio
mehanizama imunog sistema, dok druge dovode ddogétb promjena (Groves, 1999).
Nezastene masne kiseline u membranama i tilakoidima plasta lako podlijezu
procesu peroksidacije koji zapnje djelovanjem redukovanih i aktiviranih oblika
kiseonika na njihove metilenske grupe (Kaurigpv2000). ROS (prvenstveno,@
superoksid anjon radikal) u normalnim fizioloSkislavima nisu dovoljno reaktivni da
bi spontano stupili u reakciju sa lipidima, pa j@ geroksidaciju lipida neophodno
prisustvo prooksidanata.
Lipidna peroksidacija mozZe biti inicirapaisustvom slijedéh prooksidativnih

vrsta:

e peroksinitrita,

e gvozle-kiseonik kompleksa (npr. gudZ-ATP, gvode-DNA,

hemoglobin, mioglobin, citohrom),

¢ hidroksi radikala,

e 0zONa,

e toksiénih vrsta (CC)),

e vodonik peroksida (Halliwell et al., 1993; Huie etd, 1999).

Peroksidacija lipidnih¢éelijskih membrana odvija se mehanizmom ckame
slobodno-radikalske reakcije koja ukijye stvaranje novih radikalskih vrsta (lipid-
radikali), vezivanje kiseonika, premijeStanje dvokih veza u nezanim kiselinama
pri ¢emu na kraju dolazi do razararjalijskih membrana uz nastajanje velikog broja
razli¢itin degradacionih proizvoda (cikhih i endoperoksida, aldehida i polimerizacionih
produkata) (slika 3.10) (Pryor, 1976; Yagi, 1982allkvell i Gutteridge, 1999). Ova
degenerativha ostenja uzrénici su velikog broja oboljenja kao Sto su: dijaset
kardiovaskularna oboljenja, karcenogeneza, kataraléplodnost, neuroloska oboljenja,
bolesti bubrega, jetre, srca, @) upalni procesi, ateroskleroza itd (Martinetlet2002,
Niwa i lizawa, 1994; Napoli, 1997; Lewis et al.,949 Mimica-Dukt i Bozin, 2008).
Kancerogeneza nastaje kao posledica sukcesivnimjgna molekula DNA izazvanih
interakcijom ROS sa purinskim i pirimidinskim bazarPrimiano, 1997). ROS je jedan
od glavnih promotora infarkta miokarda, reperfuioroSt€enja, aterioskleroze i
isheméne demencije (Groves, 1999; Brude et al., 1997 niaut, 1999).
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Najkrate re&eno, oksidativni stres, predstavlja disbalans timeksidanata i
antioksidanata. Odnosno, podrazumijeva slozenadelularne i ekstracelularne procese
koji dovode do powsanog metabatkog i hemijskog generisanja (i akumuliranja)
reaktivnih kiseoriinih vrsta (ROSeng. Reactive Oxygene Speji&so remeti ravnotezu
antioksidanti-oksidanti (Shinar et al., 1989). gritet i funkcionalnostéelije, kao i
organizma u cjelini zavise u svakom trenutku ochodeze izméu produkcije toksinih
radikala i aktivnosti komponenata antioksidativngigtema zastite. Ova se ravnoteza
moZe naruSiti puSenjem, unoSenjem alkohola, dejstyonizujuteg i UV-zraenja,
hormonima, nedostatkom vitamina, djelovanjem kseoiida i dr. Otkrice uloge ROS
kod hronénih degeneraivnih bolesti skoro da je podjednalkatano kao i otkide uloge

mikroorganizma kod infektivnitioolesti (Bray, 1999)

COOH
e
— == COOH
= — COOH = = ¢ OOH
+0, +0,
= = COOH =/ =" OOH
O+0" l O +0
+RH
/E/_\(Y\/\/\/\/\COOH /\Z/\ZFW/\COOH
0-0 \FRH oH +R*

aldehidi (MDA) =
ketoni M_YY\/W\/\COOH

alkoholi O0—0 +R-
etri

kiseline

alkani

Slika 3.10.Mehanizam lipidne peroksidacije nez&siih masnih kiselina

3.3.2. Antioksidanti i antioksidantni sistemi

lako u organizmu postoji neprekidna produkcgéobodnih radikala, do
poremeéaja homeostaze ne dolazi sve dok postoji ravnotabadu produkcije ROS i

mehanizama antioksidantne zaStite koji su priswtnsvim ¢elijama i westvuju u

24



Doktorska disertacija Bugarin DuSan

"hvatanjU i neutralizaciji reaktivnih oblika kiseonika, s\l oSteenjacelija i prisutnih

biomolekula na minimumBordevi¢ et al., 2000).

Mehanizmi antioksidantne zaStite aerobnih omgana mogu se razdvoijiti u dva

nivoa:

» Primarna antioksidantna zastita, koja obuhvata:
e enzimske sisteme;
e neenzimske sisteme.
» Sekundarna antioksidantna zastita
Primarnu antioksidantnu zastitu ¢ini nekoliko enzimskih sistema od kojih su
najzna&ajniji: superoksid dismutaza (SOD), glutation pesideza (GSHPX) i katalaza
(CAT) (slika 3.11.)

0, EKSTRACELULARNA TECNOST

g8 LK K

P Lipaza A,
2+
+Ca +H20

H202 ‘ﬁ C‘)kZ GSH reduktaza

(Cu-zn)SO (\
2GSH  GS-SG
ROO ROH+H20

(Se)GSHPx ili (neSe)GSHPx

PL.H.GSHPx

dismutacija
H202 2H.0
2GSH GS-SG

GSH reduktaza

(Se)GSH‘P;/ ’En)soo
GS@SH
N\,

2H20
GSH reduktaza

MITOHONDRIJA

Slika 3.11. Osnovne uloge superoksid dismutaze, glutation psédeke i katalaze.
Skratenice: (Cu-Zn)SOD-bakar-cink superoksid dismuta@dn)SOD-mangan superoksid dismutaza;
(Se)/(neSe)-GSHPx-selenijum zavisna/selenijum rismavglutation peroksidaza; CAT-katalaza, UQH-
ubihinon radikal; PL.H.GSHPx-fosfolipid vodonikpéiid glutation peroksidaza; GS-SG/GSH-
redukovani/oksidovani glutation; B i BFtlonori vodonika specitni za katalazu (npr. etanol).
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Superoksid dismutaza (SOD)katalizuje dismutacije ndel superoksid anjon
radikalima uz produkciju kD i kiseonika. Neutralizaciju nastalog® vrSe glutation
peroksidaza ili katalaza.

Glutation peroksidaza (GSHPXx) redukuje HO, i hidroperokside masnih
kiselina. Ovaj enzim je prisutan u citosolu gdedi $tisfo- i sfingolipide membrana od
oksidativne destrukcije.

Katalaza (CAT), katalizuje razgradnju nastalog®b, dok peroksidaza katalizuje
oksidaciju razkitih supstrata pomia H,O.

Pored ovih enzima, postoji i niz drugih sastim funkcijom kao Sto su selen-
nezavisna GSHPX, glutation reduktaza, redukovamiagbn (GSH) i glukozo-6-fosfat

dehidrogenaza.

U sistem primarne antioksidantne zaStite uprage i proteini transferin i
ceruloplazmin koji imaju bithu ulogu u transportuetainih jona, zatim albumin,
mokraina kiselina i bilirubin (Primiano et al., 1997).i$%avedeni primarni antioksidanti

¢ine koordiniranu odbranu organizma od reaktivnitikalskih oblika.

Sistem sekundarne antioksidantne zastitetine brojna niskomolekularna
jedinjenja razktitog porjekla i karaktera, kao Sto su ubihinon, dk@rbinska kiselina,
tokoferoli, karotenoidi, fenoli i njihove kiselindavonoidi, derivati hidroksicinamata i dr.
(Mimica-Duki¢, 1997; Arora et al., 1998; Powers i Hamilton, 19B8aper et al., 2000).
Kako je struktura ovih jedinjenja veoma raznovrdaép su raztiti i mehanizmi kojima
ona ostvaruju svoju aktivnost u sistemu antiokdsidarzastite. Na&p&e su to hvaté
("skevindzerl ) slobodnih radikala, donori protona, inhibitonzémskih sistema, helatori
jona prelaznih metala itd. (Hoult i Paya, 1996;Keaet al., 1999; Lebeau et al., 2000).

U sistem sekundarne antioksidantne zastite mogubssiti i enzimi koji aktivno
ucestvuju u otklanjanju oksidativnih osemja nukleinskih kiselina, lipida i proteina, kao
Sto su: endo- i egzonukleaze, DNK polimeraze iz&afosfolipaza A2, GSHPx i
fosfolipid-zavisna GSHPX, glikozilaze, kao i brojproteolitcki enzimi. Ovi enzimi
"popravijaji oStéene molekule DNK, uklanjaju oksidovane masne kiseli
membranskih lipida i kroz procese resinteze obmavljoksidovane aminokiseline i
proteine (Bozin, 2009).

Brojna in vitro ispitivanja razitin frakcija mirte i preparata na njenoj bazi

potvrdila su njen izuzetan antioksidantni potenchéec¢ina ovih radova ukazuje na to da
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je antioksidantni efekat prvenstveno povezan sauptvom fenolnih i terpenoidnih
jedinjenja (Gardeli et al, 2007; Alamnni i Coss002; Hayder et al, 2004; Soobrattee et
al., 2005). Pored navedenih, u literaturi se mo@ti m podaci o antioksidantnom
djelovanju pojedinih komponenti izolovanih iz etarsulja i ekstrakata mirte kao Sto su:
1,8- cineol, geraniol, limonen, mircetin-3-O-galakizid, mircetin-3-O-ramnozid itd.
(Hayder et al, 2004; Yadegarinia et al, 2006.)

3.4. Antibakterijsko djelovanje

3.4.1. Patogeni mikroorganizmi i njima uzrokovane blesti

Patogenost se definiSe kao potencijalna sposolrevanja bolesti, koju mogu
da izazovu raztiti agensi: fiztke, hemijske i bioloSke prirode (bakterije, gljiwerusi,
rikecije, prazivotinje). Agensi fizke i hemijske prirode izazivaju nezarazne bolesti,
dok bioloski izazivaju zarazna oboljenja. Patogénesgenetska i fizioloSka osobina

izvesnih vrsta mikroorganizama, koji zarazne bolesbgu da izazovu na ragiie

natine:
e produkcijom toksina koji oStelju celije i tkiva,
e produkcijom supstanci koje ometaju metabolizatija,
e mehantkim putem,
e razmnozavanjem u samielijama (Markowé, 1990).
Medicinski najzrsmjniji rodovi patogenih mikroorganizma, kao 1 njima

prouzrokovane bolesti su:

Rod Pseudomonaskoga ¢ine otporni aerobni Gram negativni nefermentativni
bacili koji ne pripadaju takozvanim crijevnim bakjgma. NafeXe su prisutni kao
slobodni u prirodi, a u oko 10 % ljudi se moguina sastavu fizioloSke mikroflore. Za
medicinu je najzn&jniji Pseudomonas aeruginosarainik raznovrsnih infekcija ljudi
(slika 3.12.) Pseudomonas aeruginogarasiren u prirodi i zemlji, vodi i biljkama, ¥a i
namirnicama. Potrebe ove bakterije za hranljiviretgaima su minimalne pa se zato
nalazi na mjestima gdje ima manje ostalih mikrodaggma. Uzronik je oportunistikih

infekcija kod imunoloSki kompromitovanih osoba, kaadnfekcija kod opekotina i
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intrahospitalnih infekcija. 1zaziva destruktivnefakcije oka (keratitis i endoftalmitis).
Povremeno se javljaju u bothioj sredini kao viSestruko rezistentni sojevi Wrigi

pneumonija, infekcija rana, alimentarnih toksikeidija i dr. (www.wikipedia.org).

Slika 3.12.Pseudomonas aeruginosa

Rod Klebsiella ¢ine Gram-negativni diplobacili sa izrazenom kapsuloweoma
rasSireni u prirodi, icestoc¢ine dio normalne mikroflore crijeva. Veoma su &mai kao
uzrainici oportunistékih infekcija, pretezno respiratornog trakta. Pdsje prirodnu ili
ste€enu rezistenciju na veliki broj antibiotika. U rodlebsiella nalaze se&etiri vrste:
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxitoca, Kledsiéérrigena iKlebsiella planticola Za
covjeka su zn&jne vrste:Klebsiella pneumoniadslika 3.13.) iKlebsiella oxitoca
(Murray et al, 2005)

Slika 3.13.Klebsiella pneumoniae

28



Doktorska disertacija Bugarin DuSan

Rod Bacillus ¢ine Gram-pozitivni bacili koji u nepovoljnim uslowa stvaraju
endospore. Spore su manje od tijela bacila i nerde§u ga. U ovom rodu se nalazi oko
50 razltitih vrsta. Za medicinu imaju zaj Bcillus anthrachis, Bacillus cereusacillus
subtilis Bacillus subtilisje pokretan bacil sa sporom koja je polozena eaéwr i
subterminalno (slika 3.14.). Ovaj bacil moZe izdzeportunisttke infekcije: sepsu kod
imunokompromitovanih bolesnika i konjuktivitis koosoba koje v& imaju lezije ili

hroniénu upalu sluzokoZe veZia (Euzéby, 2008).

Slika 3.14.Bacillus subtilis

RodStaphylococcusiine Gram-pozitivne, fakultativno anaerobne kokelaieod
najvaznijin predstavnika ovog roda fgtaphylococus aureulika 3.15). Propisima
mnogih zemalja zabranjeno je njegovo prisustvo di va pte, hrani i lijekovima (Ph.
Eur. 1V, 2002). Isto tako, zaraZzenim osobama zgbraje rad u proizvodnji i distribuciji
prehrambenih proizvod&taphylococcus aurewrmjedno s&. epirdermidigslika 3.16.)
spada u n&p&e uzr@nike humanih oboljenjaStaphylococcus aureys ubikvitarna
bakterija, patogena za ljude i Zivotinje, i veongalako prenosi sa jednih na druge. U
ljudskoj populaciji javlja se asimptomatski kod keatre&e osobe. Ova bakterija u
ljudskom organizmu izaziva: infekcije, toksi-inféjeci intoksikacije. Infekcije su obno
vezane za gornje respiratorne puteve i mogu lokialhe, generalizovane i metastatske.
Sirenjem kroz meka tkiva, moze izazvati celulitislimfogeno i hematogeno apcese
unutrasnjih organa. Ako se tokom sistemske infek@gvije sepsa, ng&e posledice su
meningitis, septini artritis i osteomijelitis. Patogeni efektaphylococcus aureus

povezani su sa toksinima kojetéu Produkovani endotoksini prouzrokuju brzo troean;
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hranom préeno dijarejom, dgrevima i povréenjem. Neke intoksikacije su toliko
intenzivne, da mogu dovesti do tok®y Soka. Pored pomenutog endotoksina, vazan
nosilac patogenosti je leukocidin, toksin koji nazdeukocite kao - i B-toksin koji
uniStavaju membrane eritrocita. Hijaluronidaza, noldapsula, koagulaza i protein A Stite

bakteriju od fagocitoze (Madigan i Martinko, 2005).

© Cupright PY Cuillasme 2004

Slika 3.16 Staphylococcus epidermidis

Rod Micrococcus ¢ine vrste koje su vrlo rasprostranjene u prirodilo ¢esto
prisutne u mlijeku i mlijgnim proizvodima kao i u mesnim préevinama (slika 3.17).
Ove Gram-pozitivne bakterije su vazne u higijetghnologiji proizvodnje prehrambenih
proizvoda. Metabotki proizvodi ovih vrsta i njihova fermentaciona @kiost daje

speciftnu aromu, ukus i boju namirnica (MarkéyiL990).
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Slika 3.17.Micrococcus

RodEscherichia ¢ine Gram-negativni, pokretni, fakultativno anaeriobacili,
koji posjeduju O, H i K antigene. lakiine najbrojniju vrstu fakultativno aerobne flore
digestivnog traktatovjeka i Zivotinja pojedini sojevi u odtenim uslovima uzrokuju
razlicita oboljenja, svrstavaju se u uslovno patogenetegek ili tzv. oportuniste. U
okviru roda Escherichiaima nekoliko vrsta, od kojih medicinski zZizg ima vrsta
Escherichia colislika 3.18)

Escherichia colima viSe faktora virulencije:

e sposobnost kolonizacije epitelniblija,

e sposobnost da invadirafelije (neki sojevi),

e sposobnost da produkuju enterotoksine (neki sgjevi)

e kompletan lipopolisaharidni O-antigen (endotoksswsojevi,

e produkcija kolicina koji ima antibakterijski efeka& druge bakterije .

Patogenost se ispoljava u sposobnosti ovih baktdajizazovu dvije grupe oboljenja:
1)Escherichia coluzrasnici piogenih infekcija.
NajceXa oboljenja iz ove grupe su cistitis, pijelitis ijgbonefritis, infekcije
Zwne kese, appendicitis, peritonitis, meningitispsse

2)Escherichia coluzraznici dijarejnih oboljenja.
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Akutna dijarejna oboljenja su problem u svim zemgasvijeta, a natito u
zemljama u razvoju. Pocestalosti, ova oboljenja su na drugom mjestu, odmah
respiratornih.

Escherichia coli su otporne na niske temperature, dok su na wisoKi
temperaturama umjereno osjetljive. lIzrazena je \@ojaezistencije na brojne
antimikrobne lijekove, zbog prenosa R-plazmida kgagijom. (Rolhion i Darfeuille-
Michaud, 2007; Todar, 2007).

Slika 3.18 Escherichia coli

3.4.2. Biljni antimikrobni agensi

Billke se od davnina koriste u prehrambenéjnske i medicinske svrhe. Sve je
vece interesovanje za ljekovite biljke koje se od poka ljudske civilizacije koriste u
tradicionalnoj (narodnoj) medicini (Recio i RioQ91l). Veliko interosovanje nanika za
prirodnim antimikrobnim agensima uzrokovano je trzorastom rezistencije bakterija
na zndajan broj hemioterapijskih sredstava. Zbog togagpstqi veliki broj nadnih
radova u kojima je utdena snazna antimikrobna aktivnost prirodnih ferojedinjenja
kao i drugih izolovanih komponenti biljaka. Isp#ivja antimikrobne aktivnosti biljnih
flavonoida iz klasa: izoflavanona, izoflavona, ditaflavonola, halkona, dihidrohalkona i
flavana su pokazala ztgan antimikrobni potencijal ovih jedinjenja (Bohi998). O
jacini antimikrobne aktivnosti biljnih komponenti gavgrimjer da slobodni izoflavoni
djeluju na patogene mikroorganizniek i pri koncentraciji od 0.005 % (Naim et al.,
1974).
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Narctito velika paznja se postgje ispitivanju aromatnih biljaka, jer se zna da
mnoga etarska ulja ispoljavaju snazno antimikroloiegstvo (Yamasaki et al., 1998;
Tasoou et al., 1995; Sivropoulou et al., 1995; Mawrt al., 2001; Friedman et al., 2002;
Soliman i Badeaa, 2002; Yu-Chang Su et al., 200BicM ulafi¢ et al., 2005; Bozin et
al.,, 2007; Mimica-Duki i Bozin, 2008). Testiranjem preparata Zalfije ratogenoj
bakterijskoj vrstiStaphylococus aureustvrdeno je da etarsko ulje inhibira inkorporaciju
lizina u celijski zid bakterije kao i sintezu peptidoglikariaazivaji na taj n&in smrt
bakterijske ¢elije (bordevi¢c et al., 1998; RunjajtAnti¢ et al., 1998). Etarska ulja
razlicitih vrsta rodaMentha Mentha longifolia, Mentha pulegiuinMentha arvensis
pokazala su zrajnu antimikrobnu aktivnost na Sirok spektar milgaorizama, a natdo
naBacillus subtilistMimica-Duki¢ i Bozin, 2008).

Pojedine supstance izolovane iz etarskih ulja pokazveoma visoku
antimikrobnu aktivnost. Tako su citral, geraniolemtol i eugenol ispoljili snaznin
vitro aktivnost na veliki broj testiranih bakterija ijigh (Chamount i Leger, 1992;
Pattnak et al., 1997; Stojanéwt al., 2000; Friedman et al., 2002). Ta&okarvakrol,
timol i pulegon su pokazali snazno antimikrobnostlej na Sirok spektar patogenih
mikroorganizama (Sindi et al., 2000; Ultee et al., 1998). Karvakrol pakaz
baktericidnu aktivnost nBacillus cerugUltee et al., 1998), dok timol djeluje na veliki
broj bakterija lokalizovanih u usnoj duplji (Fridmat al., 2002). Pored terpena, mnoge
komponente iz klase kumarina (npr. umbeliferorkuketin, cikorin) kao i alkaloida,
takode pokazuju zn@jnu antimikrobnu aktivnost.

Pretpostavlja se da se antimikrobna ak8vrovih jedinjenja odvija na nekoliko
naina:

e na nivou inhibicije sintezéelijske membrane,

e naruSavanjem strukture raitih enzimskih sistema,

e smanjenjem kotine razlgitih enzimskih sistema (HMG-CoA-
reduktaza),

e djelovanjem na geneéki materijal mikroorganizaman (De Laurentis et
al., 2005).

Medutim, u veini slu¢ajeva, mehanizam djelovanja ispitivanih supstareci n

mikrorganizme joS uvijek nije poznat.
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Brojnain vitro ispitivanja etarskih ulja i ekstrakata mirte kgaréparata na njenoj
bazi potvrdila su njen izuzetan antimikrobni paigl. Dokazano je antiviralno
djelovanje na slede viruse: Epstein-Barr virus, herpes simplex-1, HiWmani polio
virus, stomovezikularni virus i dr. (Ohnishi i Bain1993; Vrijsen et al., 1987; Spedding
et al., 1989).

Antibakterijsko dejstvo mirte dokazano je na stedebakterijske rodove:
Acinetobacter, Bacillus, Bordetella, Corynebactearju Enterococcus, Escherichia,
Klebsiella, Listeria, Micrococcus, MycobacteriumioReus, Pseudomonas, Salmonella,
Sarcina, Shigella, Staphylococcus, Streptoco¢fudger i Gonuz, 2004; Shaheenet al.,
2006; Delaurentis et al., 2005; Yadegarinia et2806; Gunduz et al., 20083onjar,
2004; Mansouri et al, 2001; Dorman i Deans 200finli Digrak, 1998; Sacchetti et al.,
2007).

Antifungalno dejstvo dokazano je na sléelerodove: Alternaria, Aspergillus,
Candida, Cladosporium, Cryptococcus, CryptospondjuCurvularia, Encephalitozoon,
Fusarium, Kluyveromyces, Leishmania, Penicilliungasbhodium, Pythium, Rhodotorula,
Saccharomyces, Toxoplasma, Trichoderma, TrichomohgganosomgRasooli et al.,
2002; Dulger i Gonuz, 2004; Yadegarinia et al.,@@harate et al., 2007).

3.5. Mutageneza i antimutagena aktivnost

Istrazivanja antimutageneze zépta su sredinom XX vijeka u Japanu i
antimutagenom se smatra svaki agens koji smanjajevénciju indukovanih spontanih
mutacija, bez obzira na mehanizam njegovog djefavaiKuroda, 1990). Novija
klasifikacija mehanizama inhibicije mutagenezendéerogeneze predlozena od strane De
Flore i Ramela (1988), dopunjavana je dtiknia novih ndina protektivnog djelovanja
(De Flora et al.,, 2001; De Flora i Ferguson, 200dasifikacija uzima u obzir faze
ukljucene u patogenezu kancera i drugih bolesti sa g&peati osnovom, analizirafil
inhibiciju mutacija i inicijaciju kancera bilo izwaili unutar ¢elije, kao i mehanizme
ukljucene u kasnije faze kancerogeneze (promocija, sjayénvazija i metastaza).

Prema Ferguson et al., 2004, nafajaiji mehanizmi antimutageneze su:

1. ekstracelularni mehanizmi i

2. ¢elijski mehanizmi.
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Ekstracelularni mehanizmi obuhvataju: inhibicijwagnja mutagena, inhibiciju
endogenog formiranja mutagena i formiranje kom@eakB deaktivaciju.

U grupu jedinjenjaciji se mehanizam antimutagenog djelovanja zasniga n
formiranju kompleksa i/ili dektivaciji mutagena sl@gu i antioksidanti, koji mogu
direktno da vrSe sakupljanje ROS, mogu da sfijgpidnu peroksidaciju reciklirafi
druge antioksidante, ili mogu da vezuju jone met&ao Sto su gvaie ili bakar,
sprjetavajui formiranje slobodnih radikala. Veliki broj ragiiih eksperimentalnih studija
i studija na ljudima je pokazao da rezim ishrangadb@ntioksidantnim polifenolima Stiti
od kancerogeneze (Yang et al., 2000).

U ¢elijske mehanizme antimutageneze se mogu ubrbijdakiranje ili kompeticija
(sakupljanje ROS ili zaStita nukleofilnih mjesta maNK), stimulacija hvatanja i
detoksikacija u ne-ciljnim ¢elijama, modifikacija tansmembranskog transporta,
modulacija enzima koji metaboliSu ksenobiotike Kibicija, aktivacija, indukcija puteva
detoksikacije), modulacija metabolizma DNK i remaoaih procesa, stimulacija
apoptoze i odrzavanje stabilnosti genoma (Vuk@&i¢, 2001; Ahmad i Mukhtar,
1999;Beri¢-Bjedov, 2006).

Veliki broj razliitih agenasa moze da dovede do é@tga molekula DNK.
Slobodni radikali mijenjaju strukturu genetskog ergala i dovode do mutacija, zbog
¢ega su odgovorni za kancerogenezu, degenerativveege i apoptozu (Olinski et al.,
2002). Brojni primarni etioloSki faktori koji doveddo oStéenja DNK molekula su
udruzeni sa tok&nim efektima slobodnih radikala. Nagi tipovi oSt&enja strukture
DNK su:

e prekid lanca DNK (jednostrani ili obostrani),

e interakcija baza unutar jedne spirale DNK lanca,

e interakcija baza iznmi dve razkite DNK spirale,

e izmjena i gubitak baza,

e modifikacija baza (slika 3.19),

e stvaranje pirimidin dimera i 6-4 fotoprodukata,

e stvaranje masovnih prepreka unutar DNK lanca,

e interakcija sa proteinima,

e interakcija sa lipidnim peroksidima (MDA) i produkia glukooksidacije,

e oksidativna modifikacija dezoksiriboze (Marnett,0BQ Davydov et al.,
2003;Slupphaug et al., 2003) (slika 3.20).
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Ekspresija opisanih promena moze biti akutna iliobena, jer se nekad moze
ispoljiti tek nakon viSecelijskih dioba, acesto se ozrava i kao «genomska

nestabilnost».

Timidin glikol Metiltartronil urea Uee 5-hidroksimetil uracil 4,5-diamimo-5rficamido-
(iz timina) (iz timina) (iz timina) (iz timina) -pirimidin  (iz adenina)

Slika 3.19. Neki od mehanizama oksidativhog @&eja baza i Sera u DNK.

Oksidativna oSieenja molekula DNK su posledica reakcije ROS sa razpt
bazama ili dezoksiribozom Sto dovodi do modifikachaza i prekida u lancu DNK.
Takade i u procesu lipidne peroksidacije nastaju reaktintermedijeri koji mogu
reagovati sa DNK, kao Sto je malonil-di-aldehid (MXslika 3.20.)

Fe®* + H0,—» OH + OH + Fe*

HOH,C L H  HOHGC H  HOHC H
H HJ — *© H H . H Hl —= H H

H H H 0o H 1o} H
H H H H H H H H

HOH,C 0. H  HOHGC O H
HaDo + OzdLOEM H & }% H
OH H
¢ H H H

CHOHGOOH + HG—CHp—GH

Slika 3.20.Mehanizmi formiranja MDA iz ugljenikovih atoma G-C-2 i C-3 2-
dezoksiriboze djelovanjem hidroksilnog radikala.
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Najce&i tip oksidativnog ost&nja DNK je oksidacija baze guanina, pemu
nastaje 8-okso-guanin ( 8-okso-G ), koji ima p@res tendenciju sparivanja sa adeninom
i vodi pojavi GG-TA transverzija (slika 3.21.), kao i timin glikoloj vodi pojavi
AT—GC tranzicija (Bjelland i Seeberg, 2003; Slupphatgl., 2003).

o]

g > fﬁ\*
A PN

H

Slika 3.21.Mehanizam nastanka 8-okso-guanina ( 8-0kso-G )

Jednolatani prekidi DNK mogu nastati i kao direktna postedidejstva
slobodnih radikala ili kao intermedijeri reparadlomprocesa. Ukoliko se da u blizini
dva jednolatana prekida u naspramnim lancima, u toku replikaj mogde njihovo
prevalenje u dvoladani prekid (Davydov et al., 2003). Endogeno nastsidativha
oSteenja DNK molekula mogu povati frekvencu proklizavanja lanaca tokom
replikacije, Sto vodi pojaviframeshift’ mutacija i time dodatno doprineti nestabilnosti
genoma (Loeb et al., 2000). Taloje nedvosmisleno potieno da mutacije u somatskim
¢elijama imaju centralnu ulogu u procesu kancerogen&ljutni momenti u inicijaciji
kancera su mutaciona aktivacija onkogena ili inaldija tumor supresorskih gena
(Kinzler et al., 1996; De Flora, 1998; Jacksonleti®98; Loeb et al., 2000; De Flora i
Ferguson, 2005). Sve je d&iebroj dokaza da mutacije u somackimalijama nisu samo
ukljucene u proces kancerogeneze¢ da imaju ulogu u procesu starenja i patogenezi
hroninih degenerativnih oboljenja, kao Sto su ateroskker stana oboljenja, glaukom,
obstruktivne pldne bolesti (De Flora, 2005).
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3.5.1. Antimutageno djelovanije biljnih terpenoidnihi fenolnih

jedinjenja

Mnogobrojna ispitivanja su pokazala da veliki bnoitrijenata biljnog porijekla,
koji se nalaze kako u ¥a i poviu, tako i u aromatnom i ljekovitom bilju, imaju
protektivni efekat na zdravlje ljudi, smanjgjuizik od nastajanja malignih oboljenja i
drugih bolesti povezanih sa mutacijama (Yu et H95). Otkrée protektivnih faktora
dovelo je do razvoja hemoprevencije, pristupa goglrazumijeva unoSenje u organizam
agenasa kojim bi se organizaminio otpornijim na mutagene (kancerogene) i inlalair
pojava ili razvoj bolesti (De Flora et al., 200Brojne studije su pokazale da je
antioksidantna aktivnost radgiiih klasa sekundarnih biomolekula usko povezana sa
njihovim antimutagenim aktivnostima (Ramos et a(02. Dokazano je da su
antioksidanti prirodnog porijekla u stanju da snearmgStéenja DNK i proteina
indukovanih dimom cigarete i time inhibiraju nastknraka (Lee et al.,, 1998). Za
terpenoide geraniol, tokotrienol, perililalkohg#jonon i limonen utvrdeno je da
smanjuju aktivnost enzima HMG-CoA reduktazeru et al., 1995), dokimonen i
geraniol dovode do redukcije tumora (Karlson et al., 1996)akale smanjuju i rast
transplantiranin tumora (Yu et al.,, 1995). Hemopresja u terapiji raka (strategija
kontrole kancera) zasniva se na primjeni hemijskipstanci koje dovode do blokiranja i
usporavanja karcinogenih procesa, kao i do modalasetabolike aktivacije hemijskih
karcinogena u mutagene intermedijere. Dokazan@jendoge strukturno razite klase
jedinjenja izolovane iz biljaka, ukkwju¢i fenolne antioksidante, terpenoide, 1,2-ditiol-3-
tionei izotiocijanate blokiraju pé&etne faze karcinogeneze (Yu et al., 1995; Karlsal.e
1996; Primiano et al., 1997).

Uoceno je da je antimutagena aktivnost r&atih fenola povezana sa njihovom
antioksidantnom aktivné& (Hayder et al, 2004). Kao snazni antioksidantinolna
jedinjenja, razllitim mehanizmima neutralizacije slobodnih radikaléelijama, mogu da
sprijee oksidativna oStenja DNK i Sirenje tumora (Ohshima et al., 1998né&Ina
jedinjenja se ubrajaju da najaktivnije antioksidante, a svoju aktivnostigavaju kako
u hidrofilnim tako i u lipofilnim sistemima. Njihav visoka antioksidantna aktivnost

potvrdena je u razéitim in vitro sistemima (Morel et al., 1993; Ohshima et al989
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Pekarinen et al., 1999; Mimica-Déki Bozin, 2008). Antioksidantna aktivnost fenolnih
jedinjenja, prvenstveno je rezultat njihove sposainda budu donori vodonikovih atoma
i kao takvi uklanjaju slobodne radikale uz formjemmanje reaktivnih fenoksil radikala
(Arora et al.,1998). Po¢ana stabilnost formiranog fenoksil radikala pupes se
delokalizaciji elektrona i postojanju vise rezomantformi kao Sto je prikazano na slici
3.22. zakvercetin (Bors et al., 1990). Sa palanjem stabilnosti nastalog fenoksil
radikala povéava se moginost nastanka rekombinantnih reakcija koje dovode d

terminacije slobodnoradikalskih procesa .

formiranje
radikala

Slika 3.22.Rezonantno stabilizovane radiklske forme kvercetina

Zbog velikog broja potencijalnih reakcionih tama, molekul flavonoida ima
moguwnost reagovanja sa viSe radikala u isto vreijmedademolekul sintetkog
antioksidansa BHT, na primjer, moze da reagujevsarddikala, dok kod procijanidina

taj broj dostize osam i viSe.

Drugi mehanizam antimutagenog djelovanja biljniendla se zasniva na
modifikaciji aktivnosti enzimskih sistema koji sijugeni u metabolizam ksenobiotika
vivo. Transformacija ksenobiotika se odvija u mikrozoraijetre. Ovaj proces se odvija
kroz dvije faze u kojimadestvuju razliti enzimski sistemi ozrigni kao enzimi faze | i

enzimi faze Il. Faza | ukljtuje procese kao Sto su hidroliza, oksidacija, Hisitacija,
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redukcija, dezaminacija itd. (slika 3.23). U ovagif klju¢nu ulogu imaju enzimi iz grupe
oksidaza mjeSovite funkcije (MFO) od kojih je nazajniji citohrom Rso (CY Pys).

U drugoj fazi, metaboliti nastali u fazi |, podije enzimskim procesima
acetilovanja, metilacije ili konjugacije sa glukaskom kiselinom odnosno sulfatnim
anjonom, pricemu molekuli postaju hidrofilnéime se olakSava njihovo ilivanje iz

organizma putem urina ili 2u

—OH

|

e
alifatska
hIdrOKSIlaCI]a

~c=0 |

3 —C-H
desulfurizac:ja\\h l @
/C :S\\
aknvnl 02 @/

R—X—CHzy R’ i H—X—H

¥
_ . R-X X=S,NH
X-NH,S,‘%Ea"(“ac”a \E,S hidroksilacija
X=N,S
R-X—H+ R'—CHO oksidacija R—X—OH
R—X—0

Slika 3.23.Reakcije koje katalizira citohromydg

U toku biotransformacije u jetri mnogi ksenobiotgg transformiSu u reaktivne
oblike (aktiviraju se) koji mogu reagovati sa malkkna DNK i izazvati mutacije (Heo et
al., 2001). Poznati primjer aktivacije ksenobiotij@ biotransformacija policiktnih
aromaténih ugljovodonika (npr. benzopiren) u visokoreak@vepokside koji veoma lako
stupaju u reakcije sa molekulima DNK pfemu dolazi do naruSavanja strukture
genettkog materijala, Statesto dovodi do neoplastie transformacijeelija i pojave
kancerogeneze. Dokazano je da mnogi sekundarmi lbigtaboliti uklj€ujuci i neke
terpenoide mogu inhibirati enzime faze | (CYP3AW)faze Il (CYP2A2, 3Al, 2B2 i
2C6) i tako onemodgiiti mutageni i kancerogeni uticaj ksenobiotika mgamizam (Zhang
et al.,, 1993; Block i Gyllenhaal, 2002). Dokazar® da mnogi sekundarni biljni
metaboliti ukljiujuéi i mnoge biljne fenole mogu inhibirati enzime ME@ema i tako
onemoguiti aktivaciju, odnosno mutageni i kancerogeni aijticksenobiotika na
organizam (Zhang et al., 1993., Block i Gyllenha2002). Tako je dokazano da

flavonoidi naringenin i bergamotin izolovani iz gpiuta inhibiraju CYPA4, veoma bitan
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enzim u metabolizmu ksenobiotika. Pred toga pogtogaci u literaturi o uticaju elagne
kiseline na inhibiciju enzima MFO sistema (CYP2821, 2B2, 2C6)n vitro (Zhang et
al., 1993).

Tretéi mehanizam antimutagenog djelovanja flavonoidgpipuje se njihovoj
sposobnosti da heliraju prelazne metale i takoe&wpju formiranje hipervalentnih
metalnih formi koje su ukligene u proces produkcije slobodnih radikala (Ararale
1998).

Antimutageni potencijal etarskih ulja i ekstrakatate Myrtus communid.. nije
dovoljno istrazen. Prema malobrojnim podacima terditure mozemo zakljui da
ekstrakti ove vrste pokazuju snaznu antimutagetivradst u razKitim in vivo sistemima
(Hayder et al, 2004; Hayder et al, 2008; Chibarmile2003).
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4. Eksperimentalni dio
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4.1. Materijal
4.1.1. Biljni materijal

Za izolovanje etarskih ulja i pripremamjestrakata kori&n je osuSen list mirte.
Biljni materijal sakupljen je na sleéien lokalitetima: Ulcinj, Bar, Budva, Tivat, Kotor i
H.Novi u Crnoj Gori. Herbalni uzorci biljaka su demvani u Herbarijumu Departmana
za biologiju, Prirodno matemakiog fakulteta u Novom Sadu i determinisani do nivoa
podvrste od strane dr Gorana &kava:
Myrtus communisL. 1753 subsptarantina No 2-1818, Crna Gora, Ulcinj, 02.01.2007.,
No 2-1819, Crna Gora, Bar, Stari Grad 02.01.2000d, 2-1820, Crna Gora, Budva,
Grbalj 02.01.2007; No 2-1821, Crna Gora, Kotor @2007., No 2-1822, Crna Gora,
Tivat 02.01.2007., No 2-1823, Crna Gora, HercegiN@w1.2007.

4.1.2. Supstance i reagensi

N-(1-naftil)-etilendiamin-dihidrohlorid [@®DA), trihlorsircetna kiselina (TCA),
silika gel "flask" (SDS 9385), silika gel 60 H, Thyiloce 20 * 20 cm sa silika gelom
celulozom na aluminijumu nabavljeni od MARCK &% — Darmstad, Nema.

DLu-tokoferol-acetat,  1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (OFH), etilen-diamin-
tetrasicetna kiselina (EDTA), 2-deoksi-D-riboza, 2-tiobdupatna kiselina (TBA),
ksantin i ksantin-oksidaza dobavljeni su od Signi@ridh Chimie GmbH, Njem&ka.

Propil-galat (PG), butilovani hidroksi-anisol (BHA)butilovani hidroksi-toluol
(BHT) su nabavljeni od ICN Biochemical-ClevelandGAl

Anhidrovani natrijum-sulfat, askorbinska kiselin§i;karoten, hidroksilamin-

hidrohlorid, natrijum-hidrogenfosfat, natrijum-didmogenfosfat, magnezijum-nitrat,
kalijum-jodid, sulfatna kiselina i perhlorna kigei nabavljeni su od REANAL-
Budimpesta, Mdarska.

Vodonik-peroksid i gvode-(ll)-sulfat heptahidrat su dobavljeni od
CENTROHEM D.O.O.- Stara Pazova, Republika Srbija.
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4.1.3. Bakterijski sojevi

Bakterijski sojevi kori&eni za ispitivanje antibakterijske aktivnosti ekdnsulja i

ekstrakata dati su u tabeli 4.1.

Tabela4.1. Sojevi bakterija koriSteni u ispitivanjimatidpakterijske aktivnosti

Bakterijskiojevi

lzvor Organizam
ATCC 1228 Staphylococcus epideisi
ATCC 25923 Staphylococcus aureus
ATCC 10774 Bacillus subtilis
ATCC 10240 Micrococcus flavus
ATCC 25922 Escherichia coli
ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa
NCIB 9111 Klebsiella pneumoniae
SY 252 Escherichia coli

Escherich@oli Ipca (IB 112)

Za ispitivanje antimutagenog efekta etarskih uljaekstrakata korien je
bakterijski sojE. coli WP2, odnosno njegove linije IC 18BpE65 i 1C202 trpE65
oxyR/pKM101 (Blanco et al., 1998).

Svi bakterijski sojevi su porijeklom sa t&dre za mikrobiologiju, Instituta za
botaniku Botarike baSte "Jevremovac", BioloSkog fakulteta Univetai u Beogradu,
Republika Srbija.

Bakterije suc¢uvane u dubokom LB Agru-u, na + 4 °C i presijavge@nom
mjese&no (Booth, 1971).

4.1.4. Hranljive podloge

Tokom ispitivanja antibakterijske i antimutagenktianosti etarskih ulja i
ekstrakata kori&ene su slede hranljive podloge:
e LA-Luria agar ("Difco”): NaCl (5 g), bacto tryptone "Difco" (10 g), yeas
extract (5 g), 1M NaOH (3ml), agar "Difco" (1p destilovana voda (1000 ml);
e LB-Luria Broth ("Difco" ) : NaCl (5 g), bacto tryptone "Difco” (10 g),
yeast extract "Difco” (5g), 1M NaOH (3ml), d&stana voda (1000 ml);
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e Miler-Hinton: Mduler-Hinton prah (gotova podloga) (38 g), destdoa voda
(2000 ml);

e Muler-Hinton bujon: MH bujon prah (22 g), destilovana voda (1000 ml);

e ET4-minimalni medijum sa triptofanom: agar "Difco”(15 g), destilovana voda
(970 ml), a nakon autoklawnja dodati: 50 x KS (20 ml), 40% glukoza (10 ml)
triptofan (0.5 mg);

e E4-minimalni medijum: agar "Difco” (15 g), destilovana voda (970 ml), akon
autoklaviranja dodati: 50 x KS (20 ml), 40% glukd40 ml);

e 50 x KS (50 x koncentrovane soli ili Vogel-Boner Enedijum): K;HPO, (500
0), MgSO, x 7H,0 (10 g), NaHNH(POy x 4H,0) (175 g), monohidrat limunske
kiseline (10 g), destilovana voda (670 ml);

e Top agar: agar "Difco” (6 g), NaCl (5 g), destilovana voda (1000 ml);

e Triptofan: triptofan je rastvaran u destilovanoj vodi u kortcaciji 15 mg/ml, pri

¢emu je finalna koncentracija u podlogama iznositau@/ml.

4.2. Metode

4.2.1. Primijenjene tehnike u fitohemijskim ispitivanjima

4.2.1.1. Izolacija etarskog ulja — metodom hidrodé#acije (HD)

Za izolaciju etarskih ulja primjenjena je metodalrbdestilacije (HD) po Ph.
EUR. IV (2002), uz n-heksan kao zbirni rast¥ara

Postupak:Odmjerenih 100 grama usitnjenog biljnog materijptaliveno je sa
1000 ml destilovane vode u balonu okruglog dnajevre destilacije iznosilo je 2h i 30
min. Dobijeno etarsko ulje suseno je prvo pémanhidrovanog N&O, u toku 24¢asa,
pa u eksikatoru as. Nakon toga je n-heksan uparen na rotacionomuvakuparivau.
Izolovano ulje jeguvano u eksikatoru do konstantne mase, a nakorjeéaggeren prinos
ulja.

Kolic¢ina etarskog ulja izrazena je kao prosg vrijednost prinosa iz pet mjerenja
i izrazena u su u g/100 g (%) osuSenog biljnog mjake. Ulja su zatvarana u kivete sa

teflonskimeepovima icuvana na +4C do momenta analize.
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4.2.1.2. Pripremanje ekstrakata metodom maceriranja

Maceriranje biljnog materijala izvrSeno yeodnosu 1:6 sa 70% metanolom u
vremenu od 48 h.

Postupak Odmjereno je 100 g usitnjenog biljnog materijaktavljeno u tamnu
bocu, a zatim dodato 60 ml 70% metanola. Ekstrakeijtrajala 4&asova uz povremeno
mijeSanje (mdkanjem). Ovako dobijeni sadrzaj prodign je kroz lijevak sa vatom u
balon od 1l. SadrZaj u balonu uparen je na roteciovakuum—uparival pri temperaturi
od 60°C, da bi otpario metanol. Vodeni sloj je podvrgneitno-tesnoj ekstrakciji u
ljevku za odvajanje sa petroletrom radi oddmegnja i odvajanja lipofilnih supstanci.
Nakon odvajanja nepolarnog sloja vodeni ekstrakdrem je do suva na rotacionom
vakuum-uparivéu. Upareni ekstrakti ostavljeni su u eksikatoru gmtatnog susenja, do
konstantne mase. Koina ekstrakata je odiena mjerenjem. Ekstrakti su rastvoreni u
70% etanolu i pripremljeni u koncentraciji od 30@vako pripremljeni ekstraktiuvani

su u bdicama sa teflonskimepovima na temeraturi od +°@ do momenta analize.

4.2.1.3. UV/VIS spektrofotometrija

UV/IVIS spektrofotometrija primijenjena jea z odreivanje UV-detektibilnih
(fenolnih) jedinjenja u biljnim ekstraktima. Svaesrofotometrijska &itavanja urdena
su na jednozgmom spektrofotometru CECIL CE 2021. Za mjerenje odpsnce u
vidljivom dijelu spektra (350-700 nm) koégne su plastne pravougaonéelije (duzina

optickog puta 10 nm).

4.2.1.4. Odrdivanje ukupnih fenola i flavonoida

a) Odredivanje ukupnih fenola (Singleton et al., 1999)

Postupak 5g ekstrakta rastvori se u 50 ml destilovane voékrira. U 0.5 ml
filtrata doda se 2.5 ml 0.2 M Folin-Ciocalteu reagi@ i mdka 5 min. Poslije toga, doda
se 2.0 ml pripremljenog rastvora s (75 g/dni). Smjesa se inkubira na sobnoj

temperaturi 2h, a apsorbancija $&ava na 760 nm. Kao slijepa proba koristi se matan
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Za odrelivanje sadrzaja ukupnih fenola konstruisana je detedna kriva
hlorogenske kiseline (0-200 mg/dmn Sadrzaj ukupnih fenola izrazen je u mg

(hlorogenske kiseline)/100 g uzorka.

b) Odreiivanje ukupnih flavonoida (Dowd-ova metoda) modifé&na po Arvouet-Grand
etal., 1994

Postupak5 ml metanolnog ekstrakta (0.01 mg/ml) pomijeSaa 5 ml 2% AIGI
u metanolu. Posle 10 mirgitava se apsorbancija na 415 nm uz slijepu prolja &adrZi
5 ml rastvora ekstrakta i 5 ml metanola (bez AICI

Ukupni flavonoidi odrduju se na osnovu kalibracione krive dobijene saoat
(0-70 mg/dn)) kao standardom.Uzima se srednja vrijednost iZ@va kao mg
(rutina)/100 g ekstrakta.

4.2.1.5. Gasna hromatografija sa masenom spektromgom (GC-MS)

Kvalitativna i semikvantitativna analiza sastavaarsitih ulja ispitivanih
aromaténih biljaka ralena je na gasnom hromatografu sa masenospektriskiatri
detektorom (GC-MS). Koré&en je Agilent Technologies 6890N-5975C sistem, sa

sled€im parametrima:

e gas nos& He, konstantnog protoka 1,0 ml/min

¢ injektovana zapremina 0,2 pL uz split 50:1; tempeeainleta 250 °C

e Agilent Technologies HP-5MS 30 m 0,25 mmx 0,25 um kolona, na bazi
polidimetilsiloksana sa 5 % fenil-grupa

e temperaturni program: getna temperature 50 °C tokom 1 min, 5 °C/min do
100 °C, zatim 9 °C/min do 200 °C, 200 °C tokom 738

e temperature transfer-linije 280 °C

e MS sa elektronskom jonizacijom; energija elektr@daeV

e temperatura jonskog izvora 230 °C, temperature tkyaala 150 °C

e akvizicija: Scan mod, u opsegu m/z = 35-400

Podaci su obieni u Agilent Technologies MSD ChemStation softveru (zgsi
D.03.00 SP1), uz povezivanje sa AMDIS (Automatedsd8pectral Deconvolution and
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Identification System, ver. 2.64) i NIST MS Seafwger. 2.0) aplikacijama. AMDIS je
kori&en za dekonvoluciju masenih spektara (ekstrakagtih spektara iz preklopljenih
pikova), dok je NIST MS Search pruzio algoritampzratragu biblioteka komplementaran
PBM algoritmu ChemStation-a.

Identifikacija komponenata vrSena je pteRjem masenih spektara sa
komercijalnim bibliotekama: : Wiley Registry of MaSpectral Data"7Edition (338000
spektara, 289000 jedinjenja), NIST/EPA/NIH Mass @z Library 05 (190825 spektara,
163198 jedinjenja), uz dodatnu potvrdu kéeigjem Kovats retencionih indeksa.

Relativni udeo komponenti definisan je kao udeorgioe pojedinénih pikova

(odredene automatskom integracijom) u ukupnoj povrsini.

4.2.1.6. Visokoefikasna t&na hromatografska (HPLC-DAD) analiza

Te¢na hromatografija pod visokim pritiskom sa UV deigkn (High Pressure
Liquid Chromatogarphy) i "Diod Array“ detektorom BLC-DAD) primijenjena je za
analizu fenolnih jedinjenja u biljnim ekstraktimAnalize su vrSene na aparatu Agilent
Technologies Series 1100 (SAD) sa LKB Bromma 21B0E pumpom i LKB Bromma
2140 opttkom jedinicom brze spektralne linije. Hromatografstazdvajanje izvrSeno je
na Eclipse XDB-C18 koloni (250 mm x 4,6 mm), uztesis rastvaréa MeOH : 5%
HCOOH u odnosima:

1-20 min 30:70

20-30 min 40:60

30-50 min 45:55

50-52 min 60:40

52-60 min 80:20

60-65 min 90:10,

pri protoku od 1ml/min. Ispitivani uzorci rastvoresu u mobilnoj fazi i uvedeni u kolonu
preko petlie zapremine 2(l. Obrada podataka izvrSena je pd@moprograma LKB
Wavescan-EC. Preliminarna identifikacija pojedinikomponenti izvrSena je
uporeaiivanjem snimljenih UV spektara sa spektrima stagh@drliteraturnim podacima
(Mabry i sar., 1970; Brewster i Rabinowich, 199Ggkh i Mohamed, 2001).
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4.2.2. Ispitivanje antioksidantne aktivnosti

Procjena antioksidantne aktivnosti etdrskija i metanolnih ekstrakata je
izvrSena na viSe vitro modela. Pored ispitivanih uzoraka etarskih uljaetanolnih
ekstrakata, radi komparacije, ispitana je i aniidstna aktivnost komercijalnih
sintetskih antioksidanata:

o0 2,6-diterc-butil-4-metilfenol (BHT),
o propil-galat (PG) i
0 (1,1-dimetiletil)-4-metoksifeno(BHA) (Slika 4.1.).

H
0 CHz g
C00 — CH;—CH,— CHy | | CEI CH3
—C—CHg | |
| HzC—C— —C—CHg
CHy AH iH
HI:IX oH A : | ’
OH CHsx CHs
PG BHA BHT

Slika 4.1 Komercijalni sintetski antioksidanti

Kapacitet hvatanja slobodnih radikala (RBadikal Scavenging Capacity)
ispitivanih etarskih ulja i metanolnih ekstrakatgeran je sposobné8 neutralizacije
slede&ih radikalskih molekulskih vrsta; OHDPPH, NO' i O,".

4.2.2.1. Odralivanje DPPH’ radikala

Kapacitet hvatanja slobodnih radikala tispnih ekstrakata odden je
mjerenjem njihove sposobnosti da neutraliSu DPRtikede (DPPH test) (Mimica-
Duki¢ et al., 2003). Metoda se zasnhiva natpngu transformacije ljulbasto obojenog,
stabilnog, azot-centriranog DPPH’ radikala (1,%wiif2-pikrilhidrazil) u redukovanu,
Zuto obojenu formu DPPH-H (Hayder et al, 2004)

Postupak Pripremljeni su sledéerastvori:

1. Radna proba, koja sadrzi:
e 1 ml90 pum rastvora DPPH
e 1-60pl etarskog ulja
e dopuni se 95%-nim MeOH do 4 ml
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2. Kontrola, koja sadrzi:
e 1 ml90 um rastvora DPPH
e dopuni se 95%-nim MeOH do 4 ml
Apsorbance dobijenih rastvora, kao i kontroéitavane su spektrofotometrijski na
515 nm nakon 60 miryz 95% MeOH kao referentni rastvor. Sve probe gama u tri

ponavljanja.

Kapacitet hvatanja slobodnih radikala (Radical 8cging Capacity - RSC) ganat
je na osnovu slijede jedngine:

Auyoric x 100
% RSC = 100 — 22—~

Aslepe prob

Iz vrijednosti dobijenih za RSC odiene su IG, vrijednosti primjenom regresione
analize. Sva spektrofotometrijska mjerenja sudemna na jednoztmom UV/VIS
spektrofotometru CECIL CE 2021.

4.2.2.2. TLC-DPPH test

Ova metoda sluzi za identifikaciju onih komponenhiignog ekstrakta koje su
nosioci antiradikalske aktivnosti. Metoda je zasama na prskanju razvijenih TLC gl
sa 0.4 mM rastvorom DPPH’. Na mjestima na hromatagr na kojima je doSlo do
reakcije izmdu aktivne komponente i DPPH radikala javlja se zltojenje, dok ostal
djelovi hromatograma (na kojima nije doSlo do rejefcostaju roze boje. Da bi se
identifikovale aktivne komponente, ovaj hromatograenporedi sa uporedo razvijanom
TLC plo¢om koja je poprskana sa vanilin- sumpornim reagen@spin i sar., 2000).

Postupak Po 10yl ispitivanog ekstrakta nanese se na dve TLCGelod silika
gela (DC-Alufolien Kieselgel 60 4 Merck). Silika gel plée su razvijane u sistemu
razvij&a (toluen:etil acetat-93:7). Posle razvijanja,¢plesu osuSene. Jedna ddoje
prskana sa vanilin-sumpornim reagensom (5% etamabtvor sumporne kiseline i 1%
etanolni rastvor vanilina), a druga péoje prskana sa 0.4 mM rastvorom DPPH.
Terpenske komponente su identifikovane na osnovedpoja boje mrlja i Rf vrednosti
sa standardima i literaturnim podacima (Wagner,alet 1984). Dobijene mrlje su

detektovane pri vidljivoj svjetlosti.

50



Doktorska disertacija Bugarin DuSan

4.2.2.3. Odraivanje hidroksil radikala (OH *)

Sposobnost hvatanja OHadikala odrdena je préenjem kompeticije izmiu
dezoksiriboze i ispitivanih uzoraka za hidroksildikalima, generisanih Fenton-ovom
reakcijom. Nastali degradacioni produkti u procesioksidacije izazvani prisustvom
OH’ radikala, mdu kojima je najvazniji malonildialdehid (MDA), swpstance koje
reaguju sa tiobarbturathom kiselinom (TBA-reaktiveapstance), a koje se mogu
detektovati spektrofotometrijski na 532 nm. Svitvas i reagensi neophodni za testiranje
pripremljeni su neposredno prije ispitivanja.

PostupakU kiveti je pomijeSano 5-100l rastvora uzorka sa 0.125 mp®; (50
ul 30% HO, u 100 ml destilovane vode), 0.125 ml Fe$@1270 g FeSO* 7H,0 u 50
ml fosfatnog pufera, pH= 7.4) i 0.125 ml 2-deokside (0.0053 g u 50 ml fosfatnog
pufera, pH= 7.4) i dopinjeno fosfatnog pufera, pH4 do zapremine od 3 ml. Reakciona
smjeSa je inkubirana 60 min. na 37 °C i nakon tda& ml TBA (3 g TBA, 10.4 ml
HCIO,4, 120 g TCA u 800 ml destilovane vode) i 0.2 ml EDKivete su drzane na
klju¢alom vodenom kupatilu 15 min. Nakon ddaja, spektrofotometrijiski je mjerena
apsorbanca dobijene smjeSe. Za svki uzoraétem@a je paietiri ponavljanja.

Inhibicija oksidacije deoksiriboze (%) ettane ispitivanog uzorka @rmata je iz
razlike apsorbanci uzorka i slijepe probe u kgjuzorak zamijenjen sa fosfatnim
puferom. Regresionom analizom odgea je 50 % redukcija nivoa hidroksil radikala
(ICs0).

4.2.2.4. Inhibicija azot (Il) oksida (NO)

Inhibicija azot-oksid radikala (NQje odrelena spektrtofotometrijskim mjerenjem
produkcije nitritnih jona (Babu et. al., 2001). Azuksid produkovan preko nitro-prusida
u vodenom rastvoru na fizioloSkim pH, reaguje se&nhikom dajéi nitritne jone koji se
mjere pomou Griess-ove reakcije.

Postupak U epruveti su pomijeSani rastvori uzorka sa 6 asdtvora natrijum-
nitroprusida (0.2967 g natrijum- nitroprusida u01@l fosfatnog pufera, pH= 7.4) i
inkubirani 150 min. na sobnoj temperaturi, izlozetalnom izvoru svjetlosti. Nakon
inkubacije, 2 ml reakcione smjeSe se pomijeSa $al Zriess-ovog reagensa (1.0 g
sulfanilne kiseline, 2.0 g 420, i 0.1 g EDTA u 100 ml destilovane vode). Apsorkanc

nastale hromofore mjerena je na 546 nm. Za svakiakzuraiena sitetiri ponavljanja.
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Napomena: radi dobijanja Sto preciznijih rezult@i@dprema reangenasa za ovaj test, kao
I njihovo sastavljanje u epruvetama, vrSeno jelavisia ograntene svjetlosti.
Na osnovu analiziranih ragtin koncentracija istog uzorka odiena je

koncentracija neophodna za inhibiciju 50% radiK#lao) regresionom analizom.

4.2.2.5. Odrdivanje superoksid anjon radikala (G)

Superoksid anjon radikali generisani susistemu ksantin/ksantin-oksidaza, a
kolicina Q" odreiena je nitritnom metodom (Cos et al., 1998) uz Hikaltije. Ovaj
sistem je kori&n i pri odr@ivanju stepena inhibicije ksantin-oksidaze.

Postupak U epruvete se pomijeSa 5-1Q0rastvora uzorka sa 0.8 ml ksantina
(0.0019 g ksantina u 100 ml fosfatnog pufera, pHs),70.8 ml hidroksilamina (0.0035 g
hidroksilamina u 100 ml fosfatnog pufera, pH= 7.6)8 ml EDTA (0.0073 g EDTA u
100 ml fosfatnog pufera, pH= 7.5) i dopuni sa fosfa puferom do konme zapremine
od 3.2 ml. Reakcija ginje dodatkom 0.8 ml ksantin-oksidaze (3.12 mU/nibsfatnog
pufera, pH= 7.5). Reakciona smjeSa (ukupne zapemih8 ml) inkubira se na 37 °C u
vremenu od 30 min. Nakon inkubacije, u cilju detgksuperoksida, doda se 0.4 ml
bojenog reagensa (0.3300 g sulfanilne kiseline0350g N-(1-naftil)-etilendiamin-
dihidrohlorid (NEDA) i 16.7 ml AcOH rastvoreno u @0nl fosfatnog pufera, pH= 7.5).
Reakciona smjeSa se inkubira 30 min. na sobnoj eemtyri | nakon toga se mijeri
apsorbancija na 550 nm.

Kapacitet redukcije superoksid radikalaianat je iz razlike apsorbanci uzorka i
slijepe probe u kojoj je rastvor ksantin-oksidazemgenjen sa puferom. Za svaku
pojedin&nu koncentraciju rdena swetiri ponavljanja. Regresionom analizom atinea

je 50 % redukcija nivoa superoksida {3)C

4.2.2.6. Inhibicija enzima ksantin-oksidaze (XOD)

Inhibicija enzima ksantin-oksidaze (XODYraiena je préenjem smanjenja
produkcije mokrane kiseline poméu istog testa koji je koré&n za odréivanje redukcije
superoksid anjon radikala (Cos et al.,1998), atidadatka bojenog reagensa.

Postupak U epruvete se pomijeSa 5-1Q0rastvora uzorka sa 0.8 ml ksantina
(0.0019 g ksantina u 100 ml fosfatnog pufera, pkB), 7.8 ml hidroksilamina (0.0035 g
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hidroksilamina u 100 ml fosfatnog pufera, pH= 7.6)8 ml EDTA (0.0073 g EDTA u
100 ml fosfatnog pufera, pH= 7.5) i dopuni sa fosfa puferom do konme zapremine
od 3.2 ml. Reakcija giinje dodatkom 0.8 ml ksantin-oksidaze (3.12 mU/nibsfatnog
pufera, pH= 7.5). Reakciona smjeSa (ukupne zape=in8 ml) inkubirana je na 37 °C u
vremenu od 30 min. Nakon inkubacije reakcione sejjegakcija se zaustavlja dodatkom
0.4 ml HCI (8.97 ml HCI u 100 ml destilovane vodepjeri se apsorbanca dobijenog
rastvora na 290 nm.

Produkcija moktme kiseline odréena je iz razlika apsorbanci uzorka i slijepe
probe koja je umjesto ksantin-oksidaze sadrZzavadfafni pufer, pH= 7.4. Za svaku
pojedin&nu koncentraciju rkena suetiri ponavljanja. Linearnom regresionom analizom

odrefeno je 50 % redukcije nivoa superoksidas()C

4.2.2.7. Odrdivanije lipidne peroksidacije (LP)

Odrdivanje lipidne peroksidacije vrSeno je primjenomAFEsta (Moore et al.,
1998). Kao model-sistem bioloSkih membrana kemsje komercijalni preparat lipozoma
"PRO-LIPOZOMA S" sa 30 % fosfatidilholina soje, pl9=7. Za istrazivanja su kotigni
mali unilamelarni lipozomi prika 225-250 nm sa udjelom fosfolipida od 3%, ceij
rastvaranjem komercijalnog preparata u destilovanagli (1:10), na ultrazwinom
kupatilu, 30 min na sobnoj temperaturi.

Intenzitet LP izrazen preko procenta irdije malonildialdehida (MDA) nastalog
kao krajnji proizvod peroksidacije nezésnih masnih kiselina indukovane sa
Fe?*/askorbatom, u preparatu lipozoma (Slika 4.2.).

Postupak U kiveti se pomijeSa 6@l rastvora lipozoma, 2@l FeSQ (2.78 g
FeSQ u 100 ml destilovane vode), 20 askorbinske kiseline (0.0615 g askorbinske
kiseline u 100 ml destilovane vode) i 1-1@0rastvora uzorka i 2.9 ml fosfatnog pufera
(pH= 7.4). SmjeSa se inkubira 60 min na 37 °C. Maiké&ubacije doda se 2 ml TBA (3 g
TBA, 10.4 ml HCIQ, 120 g TCA u 800 ml destilovane vode) i rastvor eagr do
klju¢anja u toku 15 min. SmjeSa se centrifugira 10 nrarn4000 o/min i nakon toga se

odreiuje apsorbanca supstituenta.
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Slika 4.2. TBA-test; Reakcija formiranja obojenog komplekd€ATsa MDA

Inhibicija LP odrédena je iz razlike apsorbanci uzoraka i slepe pwh®joj je
uzorak zamijenjen puferom. Za svaku pojedna koncentraciju mdena su cetiri
ponavljanja. Koncentracija na kojoj je postignutd%s inhibicija (IGy) odreiena je

linearnom regresijom.

4.2.3. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti

4.2.3.1. Ozivljavanje liofiliziranih sojeva

Postupak:U epruvete se razlije po 2 ml LB. Spatulom ifiliziranih slojeva
zahvati se kultura i uroni u LB. Zasijane kulturajedno sa kontrolnim LB-om, su

inkubirane u termostatu na 3Z preko noi.

4.2.3.2. Pripremanje prekon@éne kulture

PostupakSa odgovaraijtih iSaranih pléa ezom se uzme jedna kolonija i prenese
u 2 ml LB hranljive podloge. Zasijane kulture zajedsa kontrolnim LB su inkubirane 24

h na 37°C u termostatu.

4.2.3.3."Disk diffusion" test

Disk-difuziona metoda zajedno sa dilucionom metogoadstavlja dva osnovna
n&ina testiranja biljnih ekstrakata koji se ne moderilsati filtracijom. Prednost
kori&¢ene metode ogleda se u maloj &mli uzorka koja je potrebna za ispitivanje, kao i
mogunost testiranja \@@g broja (3-6) uzoraka po Petri kutiji (Van den dder, 1991).

Osnovni nedostatak ove metode je da zavisi od $posti difuzije ispitivane supstance u
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hranljivu podlogu, pa samim tim koncentracije sapst nisu dovoljno homogene u
poreienju sa dilucionom metodom. Tale prilikom aplikacije supstance na disk gotovo
je nemogude odrediti koléinu supstance koja je difundovala u podlogu. Zbogatsu
klasiéne disk-difuzione metode manje pogodne za didamje vrijednosti antimikrobnog
djelovanja (prvenstveno MIC), koje bi se kasnijegheokoristiti za poréenje aktivnosti
(Hadacek i Greger, 2000).

Postupak na adekvatno obiljezene Petri kutije sa Mduelantbth hranljivom
podlogom se razlije 3ml rastoplienog 7Aagra sa 0,1 ml prekotioe kulture
odgovarajdeg bakterijskog soja. Na filter papire se nanosgowdrajie koncentracije
etarskog ulja i ekstrakata. Primijenjene koncanijapo disk papiru iznosile su 10 i 20
ul. Nakon upijanja, Petri kutije se inkubiraju na 8724 h u termostatu. Nakon isteka 24

¢asa lenjirom ili milimetarskim papirom se mjeri gmé zona inhibicija rasta.

4.2.3.4. Mc Farland standardi

NajceZe kori€en metod za standardizaciju inokuluma su Mc Farlstaddardi.
Ovi standardi se pripremaju od 1% sumporne kiselihd75% barijum-hlorida pdemu
se dobija barijum-sulfat sa odgovar@m optikom gustinom. N&e&e se koristi 0,5 Mc
Farland (199,5 ml 1% sumporne kiseline i 0,5 mljbar-hlorida). Ovaj rastvor se razlije
u test epruvete i zatvori. Ove epruveteseaju u mraku na sobnoj temeperaturi. 0,5 Mc
Farland standard odgovora turbiditetu bakterijskgpenzije 1.5 x FOCFU/mI (Hindler,

1995).

4.2.3.5. Standardizacija inokuluma

Pripremljeni inokulumi (5 ml 1M magnezijum sulfaia0,1 ml bakterijske
suspenzije) i Mc Farland standard se dobro homaggni vorteksovanjem. Pod
osvjetlienjem se posmatraju obje epruvete posta@ljedna do druge nasuprot bijelom
papiru na kom su izwene horizontalne crne linije raglih debljina. Pordenje se vrSi
posmatranjem crnih linija kroz rastvore. Ako je®eiszija suviSe gusta teze se vide linije
kroz rastvor suspenzije nego kroz Mc Farland stahdpotrebno je razrijediti suspenziju
dodavanjem sterilne podloge. Ako se linije lakS&awaju kroz suspenziju nego kroz Mc
Farland standard potrebno je zgusnuti suspenzigawinjem test organizma (Hindler,
1995).
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Jedan od alternativnih puteva za dativanje gustine test suspenzije je
spektrofotometrija (Sindi 1989). Zbog vée preciznosti u ispitivanju kodéna je ova

metoda.

4.2.3.6. Diluciona metoda

Postupak Pripremi se serija dvostrukih razblazenja ddree koncentracije
antibiotika. Kao medijum se alsio koristi Mlller—Hinton bujon. Na getku ovog testa
treba odrediti opiku gustinu na kojoj se zna da u bakterijskoj susijisma oko 4-5x16
CFU/mI. U svaku epruvetu se stavi 2 ml MH bujond; @l standardizovane bakterijske
suspenzije i oddena koncentracija rastvora etarskog ulja, odnosksirakta mirte. Kao

kontrole se koriste slede:

1) K1: samo MH bujon — 2 ml,

2) K2: 2 ml MH bujona + 0,1 ml standardizovane baks&e suspenzije
(kontrola rasta);

3) K3: 2 ml MH bujona + 0.1 ml standardizovane balsiezi suspenzije + etanol
odnosno n-heksan (zavisno dali radimo etarsko iijeskstrakt) Ovom

kontrolom ispitujemo i kako rastvarajeluje na bakterijskii soj.

U MIC testu se koriste kulture koje su u staciopbgrfazi rasta. Vazno je
napomenuti da se mora voditictana da pri izvdenju MIC testa sve bakterije moraju
dodi u antibakterijski rastvor, tj. da ne ostanu ndidekterije na zidu epruvete ili iznad
meniskusa antibakterijskog rastvora, jer mogu zgdkdjabilnost tokom inkubacije MIC
rastvora sa test organizmima (Mahon i Munuseli®5)9Epruvete se zatim inkubiraju
preko n@i na 35 °C. Nakon inkubacije MIC se odteje vizuelno na najniZoj
koncentraciji koja inhibira rast Sto se konstatpge odsustvu zangenosti jer je MIC
najniza koncentracija na kojoj nema rasta. Ragbsstatuje kao zanéenje. Za provjeru
tatnosti utvdenog MIC-a vrSi se zasijavanje sterilnom ezom kaltz prve epruvete u
kojoj nema zaméenosti na Petri kutiji. Ukoliko se nakon inkubacije pojavi rast na

Petri kutiji potvideujemo pretpostavljeni MIC (Mahon i Munuselis, 1995

56



Doktorska disertacija Bugarin DuSan

4.2.4. Metode primjenjene u ispitivanju antimutagerm aktivnosti
4.2.4.1. Odrdivanje toksi¢nog efekta ispitivanih supstanci

Ovaj test je kori&n za utwiivanje minimalne koncentracije ispitivanih uzoraka,
koja ne djeluje toksno na ispitivani test organizari.(coli IC185 i IC202).

Postupaku 3 ml otopljenog top agra, razlivenog u testrugpte i ostavljenog u
hiting-bloku na 45°C, dodavano je 0,1 ml razbladet}® prekongéne kulture bakterijskih
sojevaE. coli 1C185 i IC202 i odréena kol€ina ispitivane supstance, nakéaega je
smjeSa razlivana na LA podlogu. Inkubacija bakagej vriSena 24 h na 37 °C, nakega
je odretivan ukupan brogelija. Procenat prezivelitelija ratunat je u odnosu na kontrolu
(podloga bez ispitivane supstance). Isti broj iHnasolonija ukazivao je na nepostojanje
toksiknog efekta. Svi eksperimentideni su u okviru netok&nih koncentracija.

4.2.4.2. "Spot” test

Spot test ili test inhibicije rasta je brza i relab gruba metoda za odiiganje
citotoksiénog efekta ispitivane supstance, koja nastaje kasledica oksidativhog
oSte&enja.

PostupakU 3 ml top agra, razlivenog u epruvete i ostadgm hiting-bloku na
45 °C dodavano je 0,1 ml prek@ne kulture bakterijskih sojev&. coli IC185 i 1C202,
nakoncega je smjeSa razlivana na LA podlogu. Narsli top agar postavljeni su filter
papiri dijametra 10 mm, na koje su nanoSenadiglrazblazenja ispitivane supstance.
Nakon prekonéne inkubacije, u skaju tokstnog efekta oko diska se moglaciibzona

inhibicije rasta.

4.2.4.3. Odrelivanje antimutagenog efekta na spontanu i t-BOOH idukovanu
mutagenezu UE. coli IC202

Test je primijenjen za oddes/anje spontane i t-BOOH (terc-butilhidroperoksid)
indukovane mutagenezehl coli IC202.

Postupak U 3 ml otopljenog top agra, razlivenog u testuepte i ostavljenog u
hiting-bloku na 45 °C, dodavano je po 0,1 ml sveiakon@ne kulture bakterijskog soja

E. coli 1C202. Zatim su u test-epruvete aplikovane &aelikolicine etarskog ulja: fl;

57



Doktorska disertacija Bugarin DuSan

7,5 w; 10 pl i 15 pl, (Sto odgovara finalnoj koncentraciji od: 0,05075; 0,1 i 0,15
ul/Petri-kutiji), odnosno ekstrakata u koncentraciga0,05; 0,1; 0,25 i 0,pl/Petri-kutiji.
Ovako pripremljena smjesSa razlivana je na minima&i4 podlogu (minimalni medijum
suplementiran sa 0,bg/ml triptofana). Za odwévanje indukovane mutageneze, pored
prekon@ne kulture i testirane supstance, dodavan je vodssivor mutagena t-BOOH
(200 mM) u finalnoj koncentraciji od 2fpg/ petri-kutiji. Nakon hldenja petri-kutije su
inkubirane 48 h na 37 °C, nakdega je odrdivan broj Trp revertanata.

Paralelno je pr&na i kontrola rasta ispitivanog bakterijskog s(ijaz testirane
supstance), kao i kontrola primijenjenih rast¢arfn-heksan i etanol) koji su aplikovani

u kolicini od 15ul/ petri kutiji.

4.2.4.3. Provjera broja pre-egzistirajitih mutanata

Za evaluaciju broja spontanih mutanata koji su alast toku prekonéne
inkubacije, vrSeno je zasijavanje na E4 minimaledijum bez dodatka triptofana.

Postupak:U 3 ml otoplijenog top agra, razlivenog u epruvetestavljenog u
hiting-bloku na 45°C dodavano je 0,1 ml svjeze pnekne kulture bakterijskog soja.
coli 1C202. SmjeSa je razlivana na minimalnu E4 pgdlopetri Solje su inkubirane u
termostatu na 37 °C u toku 48 h, nakewa je odrdivan broj Trp+ pre-egzistiraih
revertanata. Samo prekamz kulture sa malim brojem pre-egzisti@jumutanata (< 15
revertanata / petri-kutiji ) koré&ne su za pravljenje trajnih zamrznutih kulturanaeedne

eksperimente.

4.2.4.4. Izr&unavanje procenta antimutageneze

Antimutageneza je Kkvantifikovana izinavanjem inhibicije mutageneze.
Procenat inhibicije mutageneze (l) se &naava po formuli koju su dali Ong et al.,
(1985) :

I= (1-Nt / Nc )*100 ( izrazen u procentima ), gee:j
Nt- broj indukovanih revertanata / petri kutijiispitivanom supstancom

Nc- broj indukovanih revertanata / petri kutiji bepitivane supstance.
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4.2.4.5. Procjena antimutagenog efekta

Za procjenu antimutagenog potencijala kégr$a je kategorizacija predlozena od
strane Wall i sar. (1988). Procenat inhibicije ngetaeze se kée u intervalu:

0-20% - supstanca bez antimutagenog efekta;

20-40% - slab antimutageni potencijal,

40-60% - antimutageni potencijal;

60-80% - jak antimutageni potencijal;

> 80% - sumnja u tokani efekat.

4.3. Statististtka obrada podataka

Svi podaci dobijeni u ispitivanjima, kao i rezuitaidredivanja obraeni su
pomaiu softverskog paketa Microsoft Excel for Windows.v2000, a svi rezultati o
hemijskom sastavu (sem rezultata HPLC ispitivap@apau programa STATISTICA for
Windows ver. 2008.
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5. Rezultati | diskusija
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5.1. Hemijski sastav etarskih uljaMyrtus communisL.

Analize etarskog ulja u ispitivanim uzorcima mioteuhvatale su:
a) Odrdlivanje kolgine ukupnog etarskog ulja;
b) Hemijski skrining etarskog ulja primjenom TLC (Thymayer Chromatography)
tehnike;

c) Kuvalitativna i kvantitativna analiza etarskih upagmjenom GC-MS tehnike.
5.1.1. Odrdlivanje koli¢ine ukupnog etarskog ulja

Rezultati kolkine ukupnih etarskih ulja u osuSenim listovima midobijenih
metodom hidrodestilacije po Ph. Eur. IV (2002),kpgani su na slici 5.1. Prikazane
vrijednosti izrazene su u g/100 g (%) osuSenogdgjmaterijala. Vrijednosti su izrazene

kao srednja vrijednost iz pet ponavljanja.

0.9 al

0.8 072

0.7 B Ulcinj

0.6 0.51 05 B Bar
% 0.51 04 O Budva

0.4 O Tivat

0.3- B Kotor

0.2 O H. Novi

0.1

o

Slika 5.1.Koli¢ina etarskih ulja (%) mirte u uzorcim sa raitih lokaliteta.

Vrijednosti koline etarskih ulja mirte u ispitivanim uzorcima oggaju
podacima iz literature (Boelens i Jimenez, 1992ad@si et al., 1997.), za uzorke sa
lokaliteta Ulcinj i H. Novi (0.8%), dok se kdine ulja za ostale lokalitete nalaze ispod
ove vrijednosti (0.40-0.53%). Interesantno je pouatema najsjeverniji (H. Novi) i
najjuzniji lokalitet (Ulcinj) imaju priblizno isterrijednosti koltine etarskih ulja. Takie,

se moze primijetiti da kdlina etarskih ulja postepeno opadacdidad juga i sjevera
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Crnogorskog primorja prema centralnom dijelu (BUdgdje dostize najnizu vrijednost
(0.40%).

Dobijeni rezultati potwtuju da na prinos etarskih ulja neke biljne vrstegmo
uticati brojni faktori, kao Sto su vrijeme prikupfjja biljnog materijala, & obrade
biline sirovine, nain izolacije ulja, kao i veliki broj ekoloskih fadta (tip zemljiSta,
insolacija, vlaznost vazduha i dr.) (Hefendehl irkdy, 1978; Jati¢ et al., 1995;
Letchamo et al., 1995).

5.1.2. Hemijski skrining etarskog ulja primjenom TLC (Thyn Layer
Chromatography) tehnike

TLC metoda je kori&na za preliminarno ispitivanje hemijskog sastaaaskog
ulja mirte i za kasniju identifikaciju terpenskibrkponenata koje pokazuju antiradikalsku
i antioksidantnu aktivnost.

Na slici 5.2. je prikazan TLC hromatogram etarskifa mirte na pl@i od silika
gela, u sistemu razvija toluen : etil acetat (93 : 7), nakon prskanja@leeagensom:

vanilin-sumpornom kiselinom.

Liealel e Bsr Buiva K dtor Tovat

Slika 5.2 TLC hromatogram etarskih ulfslyrtus communisa-terpineol (mrlja 1), linalol
(mrlja 2), 1,8-cineol (mrlja 3), metil eugenol (farl4), grupa acetilovanih monotrpenskih alkohola
(mirtenil acetat, linalil acetat, geranil acetaterpinil acetat, neril acetat) (mrlja S5)4ipinen (mrlja 6).
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Na hromatogramu (slika 5.2) se mogu vidjeti sédeorci (gledano s lijeva na
desno): standard linalol i etarsko ulje mirte skaliteta — Ulcinj, Bar, Budva, Kotor,
Tivat i Herceg Novi. Kao Sto se moze vidjeti sarhabograma etarska ulja mirte su
veoma bogata terpenskim jedinjenjima. Ne primje se razlika u kvalitativnom sastavu
etarskih ulja sa razitih lokaliteta.

Na hromatogramu se zapaza nekoliko karakténisti mrlja. Pordenjem boje
mrlja i Rf vrijednosti (tabela 5.1.) sa standardinliéeraturnim podacima (Wagner, et al.,
1984), detektovane su slégedominantne terpenske komponente u etarskim uljiiniz
sa Crnogorskog primorjai-terpineol (mrlja 1), linalol (mrlja 2), 1,8-cinedmrlja 3),
metil eugenol (mrlja 4), grupa acetilovanih monetrgkih alkohola (mirtenil acetat,

linalil acetat, geranil acetat;terpinil acetat, neril acetat) (mrlja 5yipinen (mrlja 6).

Tabela5.1. Komponente etarskog ulja mirte identifikovanaeTLC hromatogramu

Broj Komponenta Rf-vrijednost Boja
1. a-terpineol 0.26 plava
2. linalol 0.42 tamno plava
3. 1,8-cineol 0.55 svijetlo plava
4. metil eugenol 0.64 ljubicasta
5. | monotrpenski alkoholi 0.76 zelena
6. | a-pinen 0.95 ljubicasta

5.1.3. Kvalitativni i kvantitativni sastav etarskogulja mirte

Analiza sastava etarskih ulja mirte izvrSena jemghom GC-MS metode.
Rezultati su izrzeni kao relativni udio (%) kompoata u etarskom ulju i prikazani u
tabelama (5.2-5.7) i na slikama (5.3-5.9).

a) Hemijski sastav etarskog ulja mirte sa lokaliet/Icin;

U etarskom ulju mirte sa lokaliteta Ulcinj iderkdvano je 29 komponenti. Sve

identifikovane komponente prikazane su u tabeli 5.2
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Tabela 5.2.Hemijski sastav etarskog ulja mirte sa lokalitgtainj

Redni a
broj Komponenta KI %"
1 izobutil izobutirat 914 1.89
2 a-tujen 927 0.37
3 a-pinen 934 14.67
4 2-B-pinen 978 0.16
5 B-mircen 992 0.31
6 a-felandren 1006 0.40
7 5-3-karen 1012 0.48
8 a-terpinen 1018 0.25
9 p-cimen 1026 0.86
10 | limonen 1030 4.10
11 1.8-cineol 1032 25.68
12 | (E)-B-ocimen 1049 0.35
13 | y-terpinen 1060 0.92
14 | a-terpinolen 1090 1.05
15 linalol 1101 10.05
16 | 4-terpineol 1182 0.28
17 kripton 1191 tr
18 | a-terpineol 1189 3.07
19 mirtenol 1200 0.79
20 | geraniol 1256 2.55
21 mirtenil acetat 1325 21.64
22 | o-terpinil acetat 1355 1.36
23 neril acetat 1367 0.27
24 | geranil acetat 1385 3.37
25 metileugenol 1406 0.84
26 | (E)-B-kariofilen 1420 0.61
27 | a-humulen 1460 1.54
28 | biciklogermakren 1500 tr
29 spatulenol 1593 tr
Ukupno |de'nt|f|kovan|h % 98.52
komponenti

2 Retencioni indeks u odnosu 88-C24 n-alkane na HP 5MS kolorirelativni udeo u etarskom uljéitr-
komponenta u tragu.

Kao Sto se moZe vidjeti iz tabele 5.2. u etarskdju mirte sa lokaliteta Ulcinj
dominiraju jedinjenja iz klase oksidovanih monotarp koja su zastupljena u velikoj
koli¢ini (78.39%). Kao dominantne komponente iz ove &l@advajau se: 1.8-cineol
(25.68%), mirtenil acetat (21.64%) i linalol (10%% Od ostalih klasa terpenoida u
etarskom ulju sa ovog lokaliteta, zastupljeni sznaajnoj kolicini i monoterpenski
ugljovodonici (17.75%), saw-pinenom kao dominantnom komponentnom (14.67%),

seskviterpenski ugljovodonici (2.18%), kao i aiat jedinjenja (1.92%).
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Relativni udio pojedinih grupa terpenoida u etarskalju mirte sa lokaliteta

Ulcinj prikazan je na slici 5.3.

218

192

B oksidovani monoterpeni

B nonoterpenski ugljovodonici
O alifaticna jedinjenja

O seskviterpenski ugljovodonici

Slika 5.3.0snovne klase jedinjenja (%) u etarskom ulju needokaliteta Ulcinj

b) Hemijski sastav etarskog ulja mirte sa lokaldeBar

U etarskom ulju mirte sa lokaliteta Bar idBkdvano je 29 komponenti. Sve

identifikovane komponente prikazane su u tabeli 5.3

Tabela 5.3.Hemijski sastav etarskog ulja mirte sa lokalitdsa

Redni b
broj Komponenta K1 %
1 izobutil izobutirat 914 0.66
2 a-tujen 927 0.45
3 a-pinen 934 23.06
4 2-B-pinen 978 0.22
5 B-mircen 992 0.30
6 a-felandren 1006 0.51
7 5-3-karen 1012 0.56
8 a-terpinen 1018 0.25
9 p-cimen 1026 1.52
10 | limonen 1030 8.30
11 1.8-cineol 1032 21.86
12 (E)-B-ocimen 1049 0.84
13 | y-terpinen 1060 0.88
14 | a-terpinolen 1090 0.98
15 linalol 1101 14.04
16 | 4-terpineol 1182 0.41
17 kripton 1191 0.34
18 | a-terpineol 1189 2.98
19 mirtenol 1200 0.80
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20 | geraniol 1256 3.03
21 mirtenil acetat 1325 9.17
22 | a-terpinil acetat 1355 0.85
23 neril acetat 1367 0.24
24 geranil acetat 1385 2.71
25 metileugenol 1406 1.24
26 | (E)-B-kariofilen 1420 0.64
27 | a-humulen 1460 1.23
28 | biciklogermakren 1500 tr
29 spatulenol 1593 0.54
Ukupno |de_nt|f|kovan|h % 98.93
komponenti

2 Retencioni indeks u odnosu 88-C24 n-alkane na HP 5MS kolorirelativni udeo u etarskom uljfitr-
komponenta u tragu.

Podaci prikazani u tabeli 5.3. i na slici 5.4kazuju da su u etarskom ulju mirte
sa lokaliteta Bar najviSe zastupljeni oksidovaninmterpeni (61.5%). Kao dominantne
komponente iz ove klase izdvajau se: 1.8-cineol8@%), linalol (14.04%) i mirtenil
acetat (9.17%). Pored navedene grupe terpenoidarskem ulju ove vrste sa lokaliteta
Bar zastupljeni su u ztajnoj koli¢ini i monoterpenski ugljovodonici (35.5%) sa
pinenom kao dominantnom komponentom (23.06%), zasigkviterpenski ugljovodonici
(1.9%), alifaténa jedinjenja (0.67%) i oksidovani seskviterper®ifido).

B oksidovani monoterpeni

@ monoterpenski ugljovodonici
@ oksidovani seskviterpeni

O seskviterpenski ugljovodonici
W alifaticni ugljovodonici

Slika 5.4.0snovne klase jedinjenja (%) u etarskom ulju nsedokaliteta Bar

¢) Hemijski sastav etarskog ulja mirte sa lokal@éeBudva

U etarskom ulju mirte sa lokaliteta Budvantiftkovano je 29 komponenti. Sve

identifikovane komponente prikazane su u tabeli 5.4
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Tabela 5.4.Hemijski sastav etarskog ulja mirte sa lokalitetalva

Redni
broj

Komponenta

izobutil izobutirat
a-tujen

a-pinen
2-B-pinen
B-mircen
a-felandren
0-3-karen
a-terpinen
p-cimen
limonen
1.8-cineol
(E)-B-ocimen
y-terpinen
a-terpinolen
linalol
4-terpineol
kripton
a-terpineol
mirtenol
geraniol
mirtenil acetat
a-terpinil acetat
neril acetat
geranil acetat
metileugenol
(E)-B-kariofilen
a-humulen
biciklogermakren
spatulenol
Ukupno identifikovanih
komponenti

K12

914
927
934
978
992
1006
1012
1018
1026
1030
1032
1049
1060
1090
1101
1182
1191
1189
1200
1256
1325
1355
1367
1385
1406
1420
1460
1500
1593

%

Qﬁb

0.72
0.35
36.77
0.22
0.18
0.24
0.40
0.16
0.69
5.64
25.46
0.28
0.62
0.70
11.48
0.23
tr
2.81
0.52
1.82
2.66
0.48
0.16
2.29
1.32
0.67
1.56
tr
tr

98.73

2 Retencioni indeks u odnosu 68—C24 n-alkane na HP 5MS kolorfirelativni udeo u etarskom uljﬁtr-

komponenta u tragu.

Podaci prikazani u tabeli 5.4. i na slici 5o6kazuju da u etarskom ulju mirte sa

lokaliteta Budva dominiraju jedinjenja iz klase wm®/anih monoterpena koja su

zastupliena u znatnoj kolni (48.92%). Kao dominantne komponente iz ove &las

izdvajaju se: 1,8-cineol (25.46%) i linalol (11.48%0d ostalih klasa terpenoida u

etarskom ulju sa ovog lokaliteta, zastupljeni smanoterpenski ugljovodonici (45.2%),

saa-pinenom kao dominantnom komponentom (36.77%),\seskenski ugljovodonici

(2.66%), kao i alifatina jedinjenja (0.73%).
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l oksidovani nonoterpen

l nonoterpenski ugijovodonici
Dalifati ¢éna jedinjenja

O seskiterpenski ugljovodonici

Slika 5.5.0snovne klase jedinjenja (%) u etarskom ulju needokaliteta Budva

d) Hemijski sastav etarskog ulja Myrtus communis 4a lokaliteta Tivat

U etarskom ulju mirte sa lokaliteta Tivatitiikovano je ukupno 29 komponenti.

Sve identifikovane komponente prikazane su u tébBli

Tabela 5.5 Hemijski sastav etarskog ulja mirte sa lokadit€ivat

Redni a b

broi Komponenta < %
1 izobutil izobutirat 914 0.67
2 a-tujen 927 0.33
3 a-pinen 934 34.86
4 2-B-pinen 978 0.23
5 B-mircen 992 0.19
6 a-felandren 1006 0.31
7 8-3-karen 1012 0.41
8 a-terpinen 1018 0.25
9 p-cimen 1026 0.67
10 | limonen 1030 3.37
11 1.8-cineol 1032 22.42
12 (E)-B-ocimen 1049 0.28
13 | y-terpinen 1060 0.68
14 | a-terpinolen 1090 0.77
15 linalol 1101 11.04
16 | 4-terpineol 1182 0.27
17 kripton 1191 tr
18 | a-terpineol 1189 3.15
19 mirtenol 1200 0.77
20 | geraniol 1256 1.98
21 mirtenil acetat 1325 8.13
22 | o-terpinil acetat 1355 0.62
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23 neril acetat 1367 0.17
24 | geranil acetat 1385 2.51
25 metileugenol 1406 1.14
26 | (E)-B-kariofilen 1420 0.61
27 a-humulen 1460 1.60
28 | biciklogermakren 1500 tr
29 spatulenol 1593 tr
Ukupno |de_nt|f|kovan|h % 98.14
komponenti

2 Retencioni indeks u odnosu 68—C24 n-alkane na HP 5MS kolorfirelativni udeo u etarskom uljbitr-
komponenta u tragu.

Kao Sto se moze vidjeti iz tabele 5.5. i tai $.6. u etarskom ulju mirte sa
lokaliteta Tivat dominiraju jedinjenja iz klase adksvanih monoterpena (54.95%). Kao
dominantne komponente iz ove klase mogu se izdvdjiB-cineol (22.42%), linalol
(11.04%) i mirtenil acetat (8.13%). Od ostalih kasrpenoida u etarskom ulju sa ovog
lokaliteta, zastupljeni su i monoterpenski ugljogoiti (41.39%), sau-pinenom kao
dominantnom komponentnom (34.86%), seskviterpengkovodonici (2.25%), kao i

alifati¢cna jedinjenja (0.68%).

B oksidovani monoterpeni
B monoterpenski ugljovodonici
Dalifati€éna jedinjenja

54,95 O seskviterpenski ugljovodonici

Slika 5.6.0snovne klase jedinjenja (%) u etarskom ulju nsedokaliteta Tivat

e) Hemijski sastav etarskog ulja Myrtus communisda lokaliteta Kotor

U etarskom ulju mirte sa lokaliteta Kotorendifikovano je 29 komponenti. Sve

identifikovane komponente prikazane su u tabeli 5.6
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Tabela 5.6.Hemijski sastav etarskog uljilyrtus communis lsa lokaliteta Kotor

Redni
broj

Komponenta

izobutil izobutirat
a-tujen

a-pinen
2-B-pinen
B-mircen
a-felandren
0-3-karen
a-terpinen
p-cimen
limonen
1.8-cineol
(E)-B-ocimen
y-terpinen
a-terpinolen
linalol
4-terpineol
kripton
a-terpineol
mirtenol
geraniol
mirtenil acetat
a-terpinil acetat
neril acetat
geranil acetat
metileugenol
(E)-B-kariofilen
a-humulen
biciklogermakren
spatulenol
Ukupno identifikovanih
komponenti

K12

914
927
934
978
992
1006
1012
1018
1026
1030
1032
1049
1060
1090
1101
1182
1191
1189
1200
1256
1325
1355
1367
1385
1406
1420
1460
1500
1593

%

Qﬁb

0.37
0.30
33.63
0.25
0.24
0.30
0.31
0.17
0.69
2.78
18.81
0.49
0.61
0.70
16.13
0.23
tr
2.64
0.49
2.89
8.58
0.76
0.24
2.64
1.23
0.91
1.56
tr
0.09

98.45

2 Retencioni indeks u odnosu 68—C24 n-alkane na HP 5MS kolorfirelativni udeo u etarskom uljﬁtr-

komponenta u tragu.

Podaci prikazani u tabeli 5.6. i naish.7. pokazuju da su u etarskom ulju mirte

sa lokaliteta Kotor najviSe zastupljeni oksidovarinoterpeni (57.33%). Kao dominantne

komponente iz ove klase mogu se izdvojiti: 1.8-0ln€l8.81%), linalol (16.13%) i

mirtenil acetat (8.58%). Pored navedene grupe meiga u etarskom ulju ove vrste sa

lokaliteta Kotor zastupljeni su u neStocweg kolic¢ini i monoterpenski ugljovodonici

(39.28%) san-pinenom kao dominantnom komponentom (33.63%) kastale grupe
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terpenoida: seskviterpenski ugljovodonici (2.5%)jfatcna jedinjenja (0.37%) i

oksidovani seskviterpeni (0.09%) koje su zastupljerznatno manjim kainama.

B oksidovani monoterpeni
B monoterpenski ugljovodonici
O oksidovani seskviterpeni
O seskviterpenski ugljovodonici

57,33 Balifati&na jedinjenja

Slika 5.7. Osnovne klase jedinjenja (%) u etarskom uljutersa lokaliteta Kotor

f) Hemijski sastav etarskog ulja Myrtus communis &a lokaliteta Herceg Novi

U etarskom ulju mirte sa lokaliteta H. Nogentifikovano je 29 komponenti. Sve

identifikovane komponente prikazane su u tabeli 5.7

Tabela 5.7.Hemijski sastav etarskog ulja mirtele&alitata Herceg Novi

Redni a b
broj Komponenta = %
1 izobutil izobutirat 914 0.70
2 a-tujen 927 0.38
3 a-pinen 934 35.86
4 2-B-pinen 978 0.32
5 B-mircen 992 0.22
6 a-felandren 1006 0.32
7 8-3-karen 1012 0.41
8 a-terpinen 1018 0.24
9 p-cimen 1026 1.15
10 limonen 1030 4.47
11 1.8-cineol 1032 23.91
12 (E)-B-ocimen 1049 0.32
13 | y-terpinen 1060 0.71
14 | a-terpinolen 1090 0.76
15 linalol 1101 10.85
16 | 4-terpineol 1182 0.32
17 kripton 1191 0.16
18 | a-terpineol 1189 2.78
19 mirtenol 1200 0.62
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20 | geraniol 1256 1.61
21 mirtenil acetat 1325 5.35
22 | a-terpinil acetat 1355 0.53
23 neril acetat 1367 0.16
24 | geranil acetat 1385 2.32
25 metileugenol 1406 1.04
26 | (E)-B-kariofilen 1420 0.52
27 a-humulen 1460 1.29
28 | biciklogermakren 1500 0.20
29 spatulenol 1593 0.84
Ukupno |de_nt|f|kovan|h % 98.68
komponenti

2 Retencioni indeks u odnosu 88-C24 n-alkane na HP 5MS kolorirelativni udeo u etarskom uljfitr-
komponenta u tragu.

Kao Sto se moze vidjeti iz tabele 5.7. ieslk8. u etarskom ulju mirte sa lokaliteta
H. Novi dominiraju jedinjenja iz klase oksidovanimonoterpena (52.12%). Kao
dominantne komponente iz ove klase izdvajau secihéol (23.91%), linalol (10.85%) i
mirtenil acetat (5.35%). Od ostalih klasa terpeaacidetarskom ulju sa ovog lokaliteta,
zastupljeni su monoterpenski ugljovodonici (43.95%@a-pinenom kao dominantnom
komponentom (35.86%), seskviterpenski ugljovodonic.03%), oksidovani
seskviterpeni (0.85%), kao i alifatia jedinjenja (0.7%).

M oksidovani monoterpeni
B monoterpenski ugljovodonici
[ oksidovani seskviterpeni
O seskviterpenski ugljovodonici

43,95 52,12 Malifatiéna jedinjenja

Slika 5.8.0snovne klase jedinjenja (%) u etarskom ulju nsedokaliteta H. Novi

Uporednom analizom kvalitativnog i kvantitativnogstava etarskog ulja mirte
moze se zakliiti da dominantnu grupu terpenoida u uzorcima s$a $est lokalitet&ine
oksidovani monoterpeni. Odnos Kkatie oksidovanih monoterpena u ispitivanim

uzorcima prikazan je na slici 5.9.
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%

78.39

B Ulcinj
HBar
OBudva
ETivat
O Kotor
OH.Novi

Slika 5.9.0dnos koltine oksidovanih monoterpena u etarskim uljima mirte

Kao Sto se moze videti sa slike, Ratia oksidovanih monoterpena u etarskim
uljima mirte, priblizno je ista na ¢ai lokaliteta i krée se u rasponu od 48,92-61,5%,
osim na lokalitetu Ulcinj gdje je zabiljeZzena negtda vrijednost (78,39%).

Pored oksidovanih monoterpena, u etarskom ulju emigrisutni su i
monoterpenski ugljovodonici. Odnos Kkolie  monoterpenskih ugljovodonika u

ispitivanim uzorcima prikazan je na slici 5.10.

P

0

B Ulcinj
B Bar
OBudva
Ml Tivat
O Kotor
OH.Novi

Slika 5.10.0dnos koltine monoterpenskih ugljovodonika u etarskim uljimiate
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Koli¢ina monoterpenskih ugljovodonika u ispitivanim udora etarskih ulja
mirte sa véine lokaliteta crnogorskog primorja, priblizno jstd, i krée se od 35,5-
45,2%, osim na lokalitetu Ulcinj gdje je zabiljezeznatno manja vrijednost (17,75%).

Pored jedinjenja iz klase monoterpena, u ispitiaozorcima etarskih uljenirte,
prisutni su i  seskviterpenoidi, ali u znatno mankoli¢ini. Medu prisutnim
seskviterpenskim jedinjenjima dominiraju seskvigrgki ugljovodonici (1,9-2,5%), dok
su oksidovani seskviterpeni zastupljeni u minimpkai¢ini (0,00-0,85%).

Odnos kolkine seskviterpenskih ugljovodonika u ispitivaniaorcima prikazan

je naslici 5.11., a oksidovanih seskviterpenalicas12.

%
2.5
2.5
B Ulcinj
2] M Bar
1.5 OBudva
1 HTivat
O Kotor
0.5 _
O H.Novi
0.

Slika 5.11 Odnos kolkkine seskviterpenskih ugljovodonika u etarskim wjimirte

%
0.9
081 B Ulcin]
0.7
0.64 055 M Bar
0.5- OBudva
0.4 H Tivat
0.3 O Kotor
0.2 O H.Novi
0.1

0_

Slika 5.12.0dnos kokine oksidovanih seskviterpena u etarskim uljimaenir
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Alifaticna jedinjenja u etarskim uljima mirte, prisutna suveoma malim
kolicinama (0.37-1.92%). Odnos ktilie alifatiénih jedinjenja u etarskim uljima mirte sa

razlicitin lokaliteta crnogorskog primorja prikazan je siei 5.13.

%
2_
1.84 .
B Ulcinj
1.64
1.4 HBar
1.2 OBudva
11 H Tivat
0.8
0.6- O Kotor
0.4 OH.Novi
0.2
0_

Slika 5.13.0dnos koléine alifaténih jedinjenja u etarskim uljima mirte

Kao Sto se moZe vidjeti sa slike 5.13. &ola alifatiénih jedinjenja u etarskim
uljima mirte priblizno je jednaka na digi ispitivanih lokaliteta, osim na lokalitetu
Ulcinj gdje je konstatovana znatnoéeevrijednost.

Analizom prikazanih rezultata hemijskog sastavarskth ulja mirte sa Sest
lokaliteta crnogorskog primorja, moze se zaktjuda u kvalitativnom sastavu nema
zna&ajnijih razlika. Najvée razlike ndene su u sadrZaju mirtenilacetata-pinena. S
obzirom na sadrZzaj ova dva jedinjenja dstise uzorak sa najjuznijeg lokaliteta
crnogorskog primorja, Ulcinja, koji se moze svnstatposeban hemotip sa visokim
sadrzajem mirtenil acetata (21.64%) i malim saérhaj-pinena (14.67%). Pored toga,
treba istéi da se uzorak etarskog ulja mirte sa ovog lokialitearakteriSe znatno &en
sadrzajem oksidovanih monoterpena i akfaiti jedinjenja u odnosu na ostale uzorke,
dok je koltina monoterpenskih ugljovodonika z1agno niza. Uzorak sa lokaliteta Budva
istice se po znatno nizem sadrzaju mirtenil aceta@6¥2). Sumarno posmatrano u svim
uzorcima etarskog ulja mirte dominiraju komponeielase oksidovanih monoterpena:
1,8-cineol (18.81-25.68%), linalol (10.05-16.13%)irtenil acetat (2.66-21.64%), a od
monoterpenskih ugljovodonika & se a-pinen kao kvantitativno najzastupljenija
komponenta (14.67-36.77%).
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Ranija istrazivanja etarskog ulja mirte pokazujujeasastav ulja u mnogome
uslovljen geografskim porijeklom biljke (LawrencE)97). Najvéa varijabilnost ndena
je u sadrzaju-pinena (14.67% - 36.77 %) i mirtenil acetata (2-681.64%), dok je udio
limonena, linalola i 1,8-cineola bio realtivno ktastan u etarskim uljima ispitivanih
uzoraka mirte. Na osnovu ove dvije veoma varijabikomponente etarskog ulja mirte
izvrSena je i klasifikacija vrsta sa raiih geografskih podneblja u posebne hemotipove.
Etarsko ulje mirte iz Spanije karakteriSe veomakisadrZaj mirtenil acetata i nizak
sadrzajo-pinena (Boelenes i Jimenez, 1991), dok su uzZpridlaroka (Gautheier et al.,
1988; Boelenes i Jimenez, 1991; Garry i Chalch882), Portugala (Frazao, 1974,
Boelenes i Jimenez, 1991), Francuske (Gautheial.et1988), Albanije (Boelenes i
Jimenez, 1991) i bivSe Jugoslavije (Garry i Chaich892) imali visok sadrzaj i pinena i
mirtenil acetata. Uzorci sakupljeni sa Crnogorskagnorja, svi izuzev uzorka iz okoline
Ulcinja, pripadaju hemotipu koji karakteriSe visseidrzaj bicikiinog monoterpenskog

ugljovodonikao-pinena.

5.2. Hemijski sastav metanolnih ekstrakata
Myrtus communisL.

Analize hemijskog sastava metanolnih ekstrakatteniouhvatale su:
a) Spektrofotometrijsko oddivanje sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i
flavonoida;
b) Hemijski skrining ekstrakata primjenom 2D-TLC;

c) HPLC-DAD analiza fenolnih jedinjenja u ekstraktima.

5.2.1. Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida u metanimim ekstraktima
mirte

a) Sadrzaj ukupnih fenola

Vrijednosti koltine ukupnih fenola u metanolnim ekstraktima mikeje su
odreiene po metodi Singleton et al., 1998itawvane su sa grafika datog u prilogu (slika
8.47.) i izrazene u mg/100 g ekstrakta, a rezu#tatprikazani u tabeli 5.8. i u prilogu
(tabela 8.47)
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Tabela 5.8.Koli¢ina ukupnih fenola u metanolnim ekstraktima mirte

Uzorak Ukupni fenoli (mg/100 g)
Myrtus communis Ylcinj 1,92
Myrtus communis Bar 2,17
Myrtus communis Budva 2,01
Myrtus communis Tivat 2,01
Myrtus communis Kotor 1,83
Myrtus communis H. Novi 2,59

Iz tabele 5.8. se moze vidjeti da su vrijednostlidiee ukupnih fenola u
ispitivanim uzorcima metanolnih ekstrakta priblizste na véini lokaliteta i kréu se od
1.83 do 2.17 mg/100 g ekstrakta, osim uzorka saliteka H. Novi gdje je utdena
vrijednost 2.59 mg/100 g ekstrakta.

b) Sadrzaj ukupnih flavonoida u metanolnim ekstrakta mirte

Vrijednosti koline ukupnih flavonoida u metanolnim ekstraktimatenodrelene
su po metodi Dowd-a, modifikovanoj po Arvouet-Graatdal., 1994. Vrijednosti kaline
ukupnih flavonoida su izrazene u mg/100 g ekstrakt@zultati su prikazani u tabeli 5.9.
i u prilogu (tabela 8.46; slika 8.46.).

Tabela 5.9.Koli¢ina ukupnih flavonoida u metanolnim ekstraktimatenir

Uzorak Uku(errllgi]}‘lle(l)voogr;oidi
Myrtus communis Ulcinj 4,99
Myrtus communis Bar 3,71
Myrtus communis Budva 4,36
Myrtus communis Tivat 4,32
Myrtus communis Kotor 4,20
Myrtus communis H. Novi 3,78
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Kao Sto se moze vidjeti iz tabele 5.9. vrijedndsiticine ukupnih flavonoida u
metanolnim ekstraktima mirteriblizno su iste na svim lokalitetima i ke se od 3.71 do
4.36 mg/100 g ekstrakta. NeStocaevrijednost kolline ukupnih flavonoida riena je u

ispitivanom uzorku sa lokaliteta Ulcinj i iznosB®. mg/100 g ekstrakta.

5.2.3. Dvodimenzionalna TLC (2D-TLC)analiza hemijskog sastava
metanolnih ekstrakata Myrtus communisL.

2D TLC metoda je kok&na za preliminarni skrining metanolnih ekstrakaiee.
Dvodimenzionalni TLC hromatogram metanolnog eksaakmirte prikazan je na slici
5.14, a rezultati 2D TLC analize dati su u tabelios

TBA <

<

Slika 5.14 2D TLC hromatogram metanolnog ekstrakiéyrtus communisL. na
adsorbensu celuloza u sistemima razaj@aBA i 15% AcOH nakon prskanja @ natur-
stof reagensom (UV 366nm).
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Analizom 2D TLC hromatograma metanolnog gt mirte moze se zakdjiti
da je ova biljna vrsta izuzezno bogata biljnim fiéna. Biljni fenoli detektovani u
metanolnim ekstraktima mirte pripadaju raitim klasama, méu kojima preovlduju
jedinjenjima iz klase flavonoida, naiito flavonol-3-O-monoglikozidi (mrlja 3) i
flavonol-7-O-diglikozidi (mrlja 2). Pored gore navedenih jedinjenja, pnsutsu u
zn&ajnoj kolicini i fenolkarbonske kiseline(mrlje 4 i 5), kao i grupa jako nepolarnih
jedinjenja (mrlja 1) koje je veoma tesko identifitadi.

Tabela 5.10 Komponente metanolnih ekstrakata mirte identifikevaa 2D-TLC

hromatogramu
Redni Komponenta _Rf- Boja
broj vrijednost
1. nepolarna jedinjenja 0.17 plava
2. | flavonol-7-O-diglikozidi 0.33 | narandzasta
3. | flavonol-3-O-monoglikozidi | 0-47 narandzasta
4. | fenolkarbonske kiseline 0.58 plava
S. | fenolkarbonske kiseline 0.82 ljubasta

5.2.4. HPLC-DAD analiza metanolnih ekstrakata Myrtus communisL.

HPLC-DAD analiza je primijenjena za determinacijienfijskog sastava
metanolnih ekstrakata mirteNa slikama 5.15.-5.20. prikazani su HPLC-DAD
hromatogrami uzoraka metanolnih ekstrakata mirtgvgalokaliteta.
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Slika 5.15.HPLC-DAD hromatogram ekstrakta miida lokaliteta Ulcinj
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Slika 5.17.HPLC-DAD hromatogram ekstrakta mida lokaliteta Budva
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Slika 5.18 HPLC-DAD hromatogram ekstrakta mida lokaliteta Tivat
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Slika 5.19.HPLC-DAD hromatogram ekstrakta mida lokaliteta Kotor
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Rezultati HPLC-DAD analize metanolnih ekstrakatatenprikazani su i u tabehi.11.
UV-spektri nekih fenolnih jedinjenja mirte dobijantoku HPLC-DAD analize prikazani
su u prilogu (slika 8.48.-8.53).

Tabela 5.11 Rezultati HPLC-DAD analize uzoraka metanolnihtelsata mirte

Rt UV maksimumi (Nm)* K OMPONENTA
8.690 | 263.94; 293.58sh; 354.43 N.I.
11.276| 259.07; 303.96sh; 356.15 Flavonol-7-O-diglukozid
12.503| 259.07; 264.92sh; 293.31; 355.26 N.I.
14.023| 260.78; 302.42sh; 350.69 Flavonol-3-O-monoglukozid
16.985| 257,266sh,294sh,354 Rutin
17.090| 252.74; 255.28sh; 303.72sh; 354.71sh Elagna kiselina
19.916| 253.50; 256.7sh; 303.4sh; 371.85; Derivat kveneeti
21.113| 256.28; 261.97sh; 349.66; N.I.
28.450| 254.66; 268.46sh, 297.69sh; 369.96 kvercetin

Korelacijom prikazanih rezultata 2D TLC i HPLC-DARromatografskih analiza
uzoraka sa raglitih lokaliteta moZe se zakiiti da ne postoje zrajne kvalitativne
razlike u hemijskom sastavu metanolnih ekstrakBtared toga moze se ¢ith da se
metanolni ekstrakti mirte odlikuju visokim sadrzajefenolnih jedinjenja od kojih su

dominantne komponente iz klase flavonoida,dmeojima su identifikovanirutin,
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flavonol-3-O-monoglikozidi i flavonol-7-O-diglikozidi. Sa hromatograma se vidi i
znaajno prisustvo fenolkarbonskih kiselina i njihovitlerivata. Hromatografskom
analizom, takde je utvdeno prisustveelagne kiselinei njenih derivata, Sto ukazuje na
vjerovatno prisustvdaninskin komponenti u uzorcima mirte. Dobijeni rezultati su u
skladu sa literaturnim podacima prema kojima suidantna fenolna jedinjenja u mirti
galaktozidi i glikozidi mircetina i kvercetina. Rt toga javljaju se i njihovi estri sa
galnom kiselinom. Tako npr. Romai i sar. (2004) adex mircetin-3,3-di-O-galaktozid,
kvercetin-3-glikozid, hesperidin, Hinou i sar. (B981989) mircetin-BetaD-6"-O-
galoil-galaktozid, mircetin-3-galaktozid, mircet?©-glukozid, mircetin-3-ramno-
glukozid, Pichon i sar. (1993) hesperidin-2-O-CH#8kion-4-O-ramnoglukozid, flavonol-
3-O-monoglikozidi, Joseph i sar. (1987) mircetinaBanozid, mircetin-3-rutinozid,
kvercetin, Twaij i sar. (1988a; 1988b) kvercetinb&aD-6"-O-galoil-galaktozid,
kvercetin-3-galaktozid, flavonol-7-O-diglikozidiemolkarbonske kiseline (hlorogenska,
kafena, elagna), taninska jedinjenja, kao prisktmaponente u metanolnim ekstraktima

mirte. Neka od jedinjenja koja su identifikovanakstraktima mirte data su na slici 5.21.

OH O
kvercetin

mircetin elagna kiselina

Slika 5.21. Fenolna jedinjenja mirte
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5.3. Antioksidatne aktivnostiMyrtus communisL.

Antioksidantne aktivnosti uzoraka mirte ispitanepsimjenom razfiitih in vitro
testova. Ispitana je njihova sposobnost da nesirali inhibiraju generisanje reaktivnih
kiseontnih radikala (DPPH, NO, OH i ©, da inhibiraju latiane slobodno-radikalske
reakcije lipidne peroksidacije (LP), kao i da inralu aktivnost enzima ksantin oksidaze.
Posebno je ispitivan antioksidantni potencijaliptarskih jedinjenja u etarskom ulju i

fenolnih jedinjenja u metanolnim ekstraktima mirte.

5.3.1. Ispitivanje antioksidantne aktivnosti etarskog ulja Myrtus
communisL.

Antioksidantni potencijal etarskog ulja mirte ispén je pr&enjem njihove
sposobnosti da neutraliSu stabilni N-centrirani BIRBdikal. Za ova ispitivanja odabrana
su etarska ulja dva uzorka mirte sa lokalitetatyjlicHerceg Novi. Ovi uzorci su odabrani
s obzirom na razlike u hemijskom sastavu etarskipg WVrijednosti RSC (Radical
Scavenging Capacity) izrazene su kagglCkoncentracija pri kojoj se postize 50%
inhibicije). Rezultati su prikazani u tabeli 5.121 prilogu (tabela 8.1. i 8.2; slika 8.1. i
8.2.). Kao pozitivna kontrola koré&ni su sintetski antioksidanti BHA, BHT i PG.

Tabela 5.12Vrijednosti neutralizacije DPPHadikala IC50 gg/ml) etarskih ulja mirte i
sintetskih antioksidanata.

Koncentracija IC5q

Uzorak (ul/mL) Inhibicija (%) (ul/mL)
1.25 17.495
2.50 25.156
Ulcinj 5.00 44.456 6.24
10.00 67.292
15.00 85.119
1.25 25.496
2.50 30.844
H. Novi 5.00 47.257 5.99
10.00 63.117
15.00 72.706
Standardni IC5o
antioksidanti (ng/mL)
BHT 8.62
BHA 3.09
PG 0.42
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Kao Sto se moze vidjeti u tabeli 5.12. razaspitivanih etarskih ulja mirte sa
lokaliteta Ulcinj i H. Novi, pokazali su pribliznistu sposobnost neutralizacije DPPH
radikala. Bliske 1Go vrijednostineutralizacije DPPHadikala zaova dva etarska ulja mirte
mogu se objasniti time da dominantne komponenteakzoulja sa ova dva lokaliteta
vjerovatno nisu nosioci antiradikalske aktivnod€ako se uzorci razlikuju u sadrzaju
mirtenilacetata moZe se zakljti da ova komponenta nije odgovorna za antiokditian
efekat. Kod ispitivanih etarskih ulja moZe secitiokoncentracijska zavisnost u
antiradikalskom djelovanju. Sposobnost neutraljeadPPH radikala ispitivanih etarskih
ulja znatno je véa u pordenju sa ispitivanim komercijalnim antioksidantima.

U cilju identifikacije komponenti odgovornih za DRPRSC aktivnost, izvrSena
je takozvana ,dot-blot* analiza koja predstavljarkmnaciju TLC tehnike i DPPH testa, a
rezultati DPPH-TLC analize ispitivanih etarskihaulpirte sa lokaliteta Ulcinj i H. Novi

prikazani su na slici 5.22.

r
J i
"

) ,t‘

Slika 5.22.DPPH-TLC hromatogrami etarskih ulja mirte sa loleaf H. Novi i Ulcinj, nakon
prskanja reagensima vanilin-sumporna kiselinavd)e DPPH (desno).
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Pojava zutih mrlja nakon prskanja gdorastvorom DPPH objasSnjava se sposofunos
pojedinih komponenata da djeluju kao donori vodanik elektrona pricemu DPPH
radikal prelazi u redukovani, neutralni DPPH-H &bliOva reakcija prgena je i
promjenom apsorbancije Sto se mozegitugromjenom boje iz ljuliaste u zutu. Iz
literature je poznato da fenolna jedinjenja, pogotdz grupe flavonoida posjeduju
sposobnosti ,hvatanja” slobodnih radikala (Borslet 1990; Mimica-Dulki et al., 1994;
Arora et al.,, 1998). Neutralizacija DPPH radikalendinim jedinjenjima moZe se

objasniti pomoéu dva mehanizma:

1. fenolno jedinjenje predaje H atom DPPH radikalu,éemu nastaje redukovani,
neutralni DPPH-H oblik i ariloksi radikal koji jezonantno stabilizovan;
2. ariloksi radikal moZze da reaguje sa joS jednim DPRHikalom pri¢cemu se

kondenzuju i prelaze u neutralan molekul (slika3}.2

-Predaja H atoma DPPH radikalima

NC.’Z Q " OH Nz Q/ i o
0N N—N + — oZNQ —N + |
- O O

2 NO2

I—z

o

DPPH- DPPH-H Aroksi radikal
~"Hvatanje" DPPH radikala
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(o] o H /O
< 3
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Slika 5.23. Mehanizam antioksidantnog dejstva fenolnih jedifgena DPPH radikal

Analizom DPPH-TLC hromatograma prikazanog na skcR2., moze se
pretpostaviti da je u staju netralizacije stabilnog DPPHadikala, za antiradikalsku

aktivnost etarskih ulja mirte najodgovorniji maeenski intramolekulski etar 1,8-
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cineol koji je u etarskom ulju mirte zastupljennafjnoj koliini. Dobijeni rezultati su u

saglasnosti sa podacima koji se mogéi nditeraturi (Santos et al., 2004).

5.3.2. Antioksidantne aktivnosti metanolnih ekstralata Myrtus
communisL.

5.3.2.1. Odrdivanje neutralizacije DPPH’ radikala

Rezultati spektrofotometrijskog ¢ibavanja neutralizacije DPPH radikala
metanolnim ekstraktima mirte, kao i komercijalninmtstskim antioksidantima BHA,
BHT i PG, prikazani su u tabeli 5.13. i u prilofabele 8.7- 8.15 i slike 8.7-8.15. ).

Tabela 5.13.Neutralizacija DPPHradikala (IGo) metanolnim ekstraktima mirte i
sintetskim antioksidantima BHA, BHT i PG.

ICso
Uzorfslk . (ug/ml)
Myrtus communis Ulcinj 175
Myrtus communis Bar 153
Myrtus communis Budva 1.80
Myrtus communis Fivat 203
Myrtus communis Kotor 207
Myrtus communis H. Novi 178
L . ICso
Standardni antioksidanti (ug/ml)
BHA 2,02
PG 0,49
BHT 8,28

Kao Sto se moze vidjeti iz tabele 5.13. néjvesposobnost neutralizacije DPPH
radikala pokazao je sintetski antioksidant PGsC0.49 ug/ml). Metanolni ekstrakti
mirte pokazali su priblizno istu vrijednost neuizatije DPPH radikala (IG= 1.53-2.07
pg/ml), koja je u nivou aktvnosti sintetskog antimlsita BHA (IGo= 2.02 pg/ml).
SkevindzZer aktivnost sintetskog antioksidanta BHIs¢& 8.28ug/ml) bila je viSestruko
niza u odnosu na ispitivane metanolne ekstraktéempgrosebno u odnosu na uzorak sa
lokaliteta Bar, koji je pokazao najja aktivhost. Pojedina izolovana jedinjenja eksttaka

mirte, kao Sto je mircetin-8-ramnozid, pokazuju veoma visoku RSC- aktivnost na
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neutralizaciju DPPH radikala, tako da je za ovarnjgmje utvdena IGo vrijednost pri
koncentraciji od 1.49/ml (Hyder et al., 2007).

5.3.2.2. Odrdivanje neutralizacije hidroksil radikala (OH °)

Hidroksil radikal je hemijski najreaktivniji oblikaktiviranog kiseonika”, koji
nastaje u toku univalentne redukcije molekulskoge&nika i najodgovorniji je za
citotoksine efekte kiseonika (Imlay i Linn, 1988). Poluzivau je izuzetno kratak, jer
odmah reaguje sa biomolekulima i pr&kth mozZe napasti svaki molekul prisutan u Zivim
¢elijama u reakciji ogragenoj difuzijom: Séere, amino-kiseline, fosfolipide, purinske i
pirimidinske baze i organske kiseline loklizovanamnje od nekoliko nanometara od
mjesta njegove produkcije (Hippeli i Elstner, 1999)

OH “skevindzer” aktivnost metanolnih ekstrakata tmiodrelena je mjerenjem
stepena degradacije 2-deoksi-D-riboze pod uticajod® radikala generisanog u
Fentonovoj reakciji.

Rezultati neutralizacije OHadikala metanolnim ekstraktima mirte (tabela $il4
prilog (tabele 8.16-8.21 i slike 8.16.-8.21.) i@a¢ su preko kotine jednog od
najvaznijin  degradacionih  produkata u procesima idaksie deoksiriboze,
malonildialdehida (MDA). Protektivni efekat metanii ekstrakata pien je preko
procenta inhibicije oksidatvine degradacije dezalisze. Kao pozitivha kontrola
kori&eni su komercijalni sintetski antioksidanti BHBHA.

Tabela 5.14 Neutralizacija OHradikala (1Go- pg/ml) metanolnim ekstraktima mirte
sintetskim antioksidantima BHA i BHT.

ICso

Uzorék . (ug/mi)
Myrtus communis Ulcinj 234,71
Myrtus communis Bar 291.42
Myrtus communis Budva 253 56
Myrtus communis Fivat 305,71
Myrtus communis Kotor 271.66
Myrtus communis H. Novi 255 54
Standardni antioksidanti (J;%
BHA 29,87
BHT 28,16
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Kao Sto se moZze vidjeti iz tabele 5.14. néjvesposobnost neutralizacije OH
radikala pokazao je sintetski antioksidant BHAs#C28.16ug9/ml). Metanolni ekstrakti
mirte imali su priblizno iste vrijednosti neuicije OH radikala (IGo= 234.71-305.71
ng/ml), koja je bila znatno slabija u odnosu na [emjenu pozitivhu kontrolu, odnosno
komercijalne antioksidante BHA (§& 29.87ug/ml) i BHT (ICso= 28.16pg/ml).

5.3.2.3. Neutralizacija azot (ll) oksida (NO’)

Inhibicija NO' radikala ekstraktima mirte veoma je Zajma ukoliko joj dodamo i
sposobnost neutralizacije superoksid anjon radikBlaime, superoksid i azot-oksid
radikal zajedriikom reakcijom daju peroksinitril anjon (ONO)Xoji je veoma reaktivan.
Nitrovanje fenola je jedan od kijnih momenata u aktivnosti ONOONpr. nitrovanje
tirozina dovodi do disfunkcije enzima, a pored togave&ane koltine 3-nitro-tirozina
nadene su u toku raznih patoloskih stanja, kao Stm8amacija, Parkinson-ova bolest,
Alzheimer-ova bolest i ateroskleroza (Groves, 1998) tog razloga sptavanje
nastajanja nitro derivata tirozina, ujedno umanjujegwnost nastanka ovih oboljenja
izazvanih oksidacionim stresom.

Rezultati  spektrofotometrijskog c¢itavanja neutralizacije NO radikala
metanolnim ekstraktima mirte i komercijalnim sistém antioksidantima PG, BHT i
BHA prikazani su u tabeli 5.15. i u prilogu (tab8l@2.-8.28. i slike 8.22-8.30).

Tabela 515. Neutralizacija NOradikala (1Go -pg/ml ) metanolnim ekstraktima mirte i
sintetskim antioksidantima PG, BHA i BHT.

Uzorak (J;:/?S,D
Myrtus communis Ulcinj 794,56
Myrtus communis Bar 961,92
Myrtus communis Budva 536,87
Myrtus communis Fivat 924,94
Myrtus communis Kotor 939,68
Myrtus communis H. Novi 894,63
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. L . IC<o
Standardni antioksidanti (ug/ml)
BHA 155,91
PG 18,21
BHT 724,82

Kao Sto se moZze vidjeti iz tabele 5.15. néjvesposobnost neutralizacije NO
radikala pokazao je sintetski antioksidant PGs{#C18.21ug/ml). Metanolni ekstrakti
mirte pokazali su priblizno istu vrijednost neutzatije DPPH radikala (IGo= 794.56-
961.92 ug/ml), koja je u nivou aktvnosti sintetskog antioksita BHT (IGo= 724.82
ng/ml). Najjatu skevindzer aktivnost pokazao je metanolni ekstsaklokaliteta Budva
(ICs0= 536.87ug/ml). Ova vrijednost je priblizno dva puta&gu odnosu na ekstrakt sa
lokaliteta Bar (IGo= 961.92 ng/ml), a takde i od pozitivne kontrole sintetskog
antioksidanta BHT (I6= 724.82ug/ml).

5.3.2.4. Neutralizacija superoksid anjon radikalgO, 7)

Poznato je da u nekim enzimski katalizovanim rgakta, kao proizvod nastaje i
izvesna kolkiina superoksid anjon radikala. Nageekolicina superoksid anjon radikala u
¢elijama potte iz membranskih sistema posto se vjerovatno prgduld unutrasnjosti
organskim rastvatama (lipidnom sloju membrane) nego u vodenoj srediintetisan
unutar membrane superoksid anjon radikal je vrisitan, jer nukleofilnim atakom na
karbonilne gupe estarskih veza iztaemasnih kiselina i glicerola izaziva o&aje
fosfolipida membrane (Chan i Fishman, 1985). U cgalsa vodonik peroksidom,
superoksid anjon radikal produkuje hidroksilni kadi (Haber-Weissova odnosno
Fentonova reakcija) Blordevic et al., 2000). Jedan od najZamijih enzima Koji
produkuje superoksid anjon radikal je ksantin d&za koja katalizuje transformacije
hipoksantina u ksantin i ksantina u makra kiselinu.

Rezultati neutralizacije superoksid anjon radikaj@nerisanog u sistemu
ksantin/ksantin-oksidaza, metanolnim ekstrakataemi sintetskim antioksidantom PG
prikazani su u tabeli 5.16. i u prilogu (tabele®-8.34. i slike 8.31-8.37.).
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Tabela 5.16.Neutralizacija @ radikala (IGo- pg/ml) metanolnim ekstraktimairte i
sintetskim antioksidantom PG

Uzorak (J;%

Myrtus communis Ulcinj 0,287
Myrtus communis Bar 0,723
Myrtus communis Budva 0,438
Myrtus communis Fivat 0,527
Myrtus communis Kotor 0,751
Myrtus communis H. Novi 0,667
Standardni antioksidanti (J;:/fgl)
PG 0,063

Iz tabele 5.16. je evidentno da je n&weskevindzer aktivnhost na superoksid anjon
radikal pokazao ekstrakt mirte iz Ulcinja (0.28/ml), a najslabiju uzorci sa lokaliteta
Kotor (0.75ug/ml) i Bar (0.72ug/ml). U porelenju sa komercijalnim antioksidantom

propilgalatom (PG) metanolni ekstrakti mirte pokazu znatno slabiju sposobnost
neutralizacije superoksid anjon radikal& O

5.3.2.5. Inhibicija enizima ksantin-oksidaze

Rezultati spektrofotometrijskogcitavanja inhibicije enzima ksantin-oksidaze
metanolnim ekstraktima mirte prikazani su u tabeli7.

Tabela 5.17.Uticaj metanolnih ekstrakata mirte i sintetskog@ksidansa PG na
inhibiciju (ICso- ng/ml) enzima ksantin oksidaze

Uzorak (J;:,f&)
Myrtus communis Ulcinj 0,333
Myrtus communis Bar 0,626
Myrtus communis Budva 0,535
Myrtus communis Fivat 0,585
Myrtus communis Kotor 0,608
Myrtus communis H. Novi 0,308
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; . . ICso
Standardni antioksidanti (ug/m))
PG 0,061

Kao Sto se moze videti iz tabele 5.17. néjwgicaj na inhibiciju enzima ksantin
oksidaze pokazao je komercijalni sintetski antidkss PG (Ig= 0.061 ng/ml). Od
ispitivanih metanolnih ekstrakata najaaktivnost ispoljio je uzoramirte sa lokaliteta
H.Novi (ICse= 0.300ug/ml). Sliénu aktivnost pokazao je i uzorak ove vrste salitgta
Ulcinj (ICso= 0.333 pg/ml). Znatno slabiju aktivnost na inhibiciju enzmksantin
oksidaze ispoljili su metanolni ekstrakti ove vrse lokaliteta: Budva (I&= 0.525
pg/ml), Tivat (1Ge= 0.566pg/ml), Kotor (IGe= 0.608ug/ml) i Bar (1Go= 0.626ug/ml).

U literaturi se mogu r@ podaci o uticaju pojedinin komponenti ekstrakatate na
inhibiciju enzima ksantin oksidaze. Dokazano jerdacetin-3-o0-galaktozid i mircetin-3-
o-ramnozid veoma efikasno inhibiraju aktivnost XCika da je pri koncentraciji od 100

pug/ml postignuta inhibicija od 57%, odnosno 59% (Elydt al., 2007).

5.3.2.6. Odrdivanje uticaja metanolnih ekstrakata mirte na lipidnu

peroksidaciju (LP)

S obzirom da je proces peroksidacije negash masnih kiselina osnovni uzrok
oksidativnog oSteenjacelijskih membrana kao i svih ostalih bioloSkih sist koji sadrze
lipide (Halliwell i Gutteridge, 1985; Chatterjedgarwal, 1988), u ispitivanjima ukupne
antioksidantne aktivnosti razitih supstanci potrebno je pored antiradikalskog
djelovanja, ispitati i njihov uticaj na proceseidipe peroksidacije. U ispitivanjima uticaja
ekstrakata mirte na intenzitet LP u lipozomima putefBA-testa korien je
Fe?*/askorbat sistem indukcije.

Rezultati uticaja ispitivanih uzoraka metanolnksteakata mirtei komercijalnih
antioksidanta BHT i PG na inhibiciju lipidne peradacije (%) u F&7askorbat sistemu
indukcije prikazani su u tabeli 5.18. i u prilogakiele 8.35.-8.42. i slike 8.38.-.8.45.).
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Tabela 5.18. ICs, (ng/ml) vrijednosti inhibicije F&/askorbat indukovane lipidne peroksidacije
metanolnim ekstraktima mirte i komercijalnim ak8aantima BHT i PG

ICso
Uzor-ak . (ug/ml)
Myrtus communis Ulcinj 100,97
Myrtus communis Bar 79.89
Myrtus communis Budva 96,46
Myrtus communis Fivat 90.60
Myrtus communis Kotor 95.45
Myrtus communis H. Novi 72 53
. . . IC 5o
Standardni antioksidanti (ug/mi)
PG 17,23
BHT 3,43

Kao $to se moZe vidjeti iz tabele 5.18. najveposobnost inhibicije Eé#askorbat
indukovane lipidne peroksidacije pokazao je sikiettioksidant BHT (IG= 3.43
ung/ml). Metanolni ekstrakti mirte pokazali su prisio iste vrijednosti inhibicije
Fe?*/askorbat indukovane lipidne peroksidacije s¢H€79.89-100.97ug/ml), a koje su
bile mnogo manje u odnosu na sintetske antioksgdarmijenjene u ovom testu. Nesto
vecu sposobnost inhibicije Edaskorbat indukovane lipidne peroksidacije u odnoau
druge lokalitete pokazao je metanolni ekstrakt eniz Herceg Novog (I§= 72.53
ug/ml). Medu primijenjenim sintetskim antioksidantima najsjabaktivnost pokazao je
PG (IGo= 17.23pug/ml), ali je i ova vrijednost viSestruko ége od najjéeg ispitivanog

metanolnog ekstrakta mirte.

5.3.2.7. Odralivanje ukupnog redukcionog potencijala metanolnih kstrakata
Myrtus communisL. (FRAP)

Rezultati odrdivanja redoks potencijala ekstarkata mirte prikézan u tabel
5.19. i izrezeni su kao redoks ekvivalenti askask@kiseline. Kao standard za pravljenje
kalibracione krive sa koje sucitavane vrijednosti ukupnog redukcionog potencijala
metanolnih ekstrakata mirte, kat@&hi su rastvori Fé (0.00—83.3pm0|/dr7) i askorbinske
kiseline(0.00-19.61pmol/dr). Kalibracione krive standardnih rastvore Heaskorbinske
kiseline date su u prilogu (slike 8.48 i 8.49).
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Na osnovu kalibracionih kriva standardnih rastvBe" i askorbinske kiseline
izratunate su vrijednosti ukupnog redukcionog poterijaktanolnih ekstrakatdyrtus

communid.. koje su prikazane u tabeli 5.19.

Tabela 5.19.Vrijednosti ukupnog redukcionog potencijala (umoig) metanolnih ekstrakata

mirte
Uzorak potendal (umoldr)
Myrtus communis Ylcinj 2,28
Myrtus communis Bar 1,92
Myrtus communis Budva 3,00
Myrtus communis Fivat 2,75
Myrtus communis Kotor 2,50
Myrtus communis H. Novi 2,72

Iz podataka prikazanih u tabeli 5.19. moze se tiidla su metanolni ekstrakti
mirte pokazali priblizno iste vrijednosti ukupnogdukcionog potencijala (2.28-2.75
pmol/dn?). Najmanju vrijednost redukcionog potencijala pd@ je metanolni ekstrakt
ove vrste sa lokaliteta Bar (1.82 pmolAindok je najvéa vrijednost konstatovana kod
uzorka sa lokaliteta Budva (3.00 pmolf&minteresantno je da su uzorci sa juga Crne
Gore (Bar i Ulcinj) imali zn&jno nize vrijednosti u odnosu na sjeverni region
crnogorskog primorja (H. Novi, Budva, Tivat) Storseze tumaiti uticajem gegorafskih
faktora, prevashodno na hemijski sastav biljakana i njihove bioloSke aktivnosti.

Uporealivanjem antioksidantne aktivnosti etarskih ulja etanolnih ekstrakata
mirte mozZzemo konstatovati da su ekstrakti pokazaditno j&i antioksidantni potencijal.

S obzirom na hemijski sastav metanolnih ekstrakattarskih ulja mirte moze se
zakljweiti da fenolna jedinjenja ekstrakata pokazuju zoatetu RSC aktivnost u odnosu
na terpenska jedinjenja — dominantne komponeatsigh ulja.

Generalno posmatrano, metanolni ekstrakti mirteagak su zn&jnu sposobnost
neutralizacije stabilnog N-centriranog DPPH radikal pordenju sa komercijalnim
sintetskim antioksidantima BHA i BHT, kao i sposobh neutralizacije NO radikala u
odnosu na BHT. U ostalim antioksidantnim testovifinaibicija OH i & radikala, XOD

i LP) metanolni ekstrakti mirte ispoljili su slabiRSC aktivnost u odnosu na sintetske
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antioksidanse. Treba igiada je najjéi antioksidantni potencijal ispoljio ekstrakt miga
lokaliteta Ulcinj, Sto se moze povezati sa &olom ukupnih flavonoida, koja je u ovom
uzorku znatno w&a u odnosu na druge. Za mnoga jedinjenja iz ovpegpotviena je
jaka antradikalska aktivnost (Mimica-Diki Bozin, 2008; Ohshima et al.,1998; Jimenez
i Garsia-Carmona, 1999; Pekkarinen et al., 1999Ddfald et al., 2001; Chun-Mao Lin
et al., 2002). U referentnoj literaturi se moguéin@odaci o antioksidantnom potencijalu
pojedinih komponenti metanolnih ekstrakata mirteokzano je da mircetin-G-
galaktozid i mircetin-3-ramnozid, pokazuju sposobnost inhibicije enzimankis
oksidaze, lipidne peroksidacije i neutralizacijel-dlifenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
radikala ( Hyder et al., 2007). Na osnovu navedgmitiataka moze se zaldjti da su
pomenuta jedinjenja, uz sinergiid djelovanje sa drugim komponentama, nosioci

antioksidantne aktivnosti metanolnih ekstrakataanir

5.4. Antibakterijska aktivnost ispitivanih etarskih ulja i

ekstrakata Myrtus communisL .

Antibakterijsko djelovanje etarskih ulja i ekstrékamirte ispitano je na 9
laboratorijskih sojeva Gram-pozitivnih i Gram-négaih bakterija primjenom disk-

dufuzionog i MIC testa.

5.4.1.Antibakterijska aktivhost etarskih ulja Myrtus communisL.
5.4.1.1. "Disk difuzioni" test

Antibakterijska aktivnost etarskog ulja mirte tgmia je na devet odabranih
bakterijskin sojeva koji su prikazani u tabelam&05.5.21. i 5.22. Primjenjene
koncentracije etarskih ulja, kao i antibiotici kgu kori€eni kao pozitivha kontrola,
takade su navedeni u istim tabelama. Antibakterijskivakst je ispitana na uzorcima
etarskih ulja sa lokaliteta: Bar, Kotor i HercegMNd_okalitete smo izabrali na osnovu

medusobne udaljenosti istih.
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Tabela 5.20.Rezultati "Disk-diffusion” testa etarskog uljarteisa lokaliteta Bar

Koncentracije ulja n- I
(ul/disku) 3.32 1.66 0.83 0.41 heksan Antibiotik

Staphylococcus Gentamicin
epidermidisATCC 12228 26 12 9 (12) 0 35
Staphylococcus aureus Streptomicin
ATCC 25923 20 (@15 (@12 o | 0 g
Bacillus subtilis Streptomicin
ATCC 10774 17 13 11 0 0 27
Micrococcus flavus Bacitracin
ATCC 10240 18 14 11 0 0 0
Escherichia coli Streptomicin
ATCC 26022 (28) (0 (18 (18] 0O 0
Pseudomonas aeruginosg Streptomicin
ATCC 27853 0 0 0 0 0 20
Klebsiella pneumoniae Hloramfenikol
NCIB 9111p 33 20 17 (10) 0 19
Escherichia coli Streptomicin
v 250 (7) (18) (@7) O 0 P
Escherichia coli Streptomicin
Ipca (IB 112) 32 23 21 17 0 23

Svi rezultati u tabeli izraZzeni su u mm. Napomédpadaci dati u zagradama ozagaju da nije konstatovano baktericidno djelovanje
ve¢ da je bakterijski tepih oko filter papira bio pfjeden, i jako stanjen, pa u ovom &ju moZemo govoriti 0 potencijalnom
bakteriostatikom djelovanju etarskih ulja.

Tabela 5.21.Rezultati "Disk-diffusion” testa etarskog uljarteisa lokaliteta Kotor

Koniilr/'giiig‘)e uia | 33 166 083 041 horsan | Antibiotik
oS | 2 17 13 0| o | coamen
2?ggylzoscgozc??us aureus 16 (10) (13) 0 0 Strepztgmicin
E\_?%Héjslgggzhs 17 14 10 (12) 0 Strepztgmicin
kﬂ_:_(:é(g:(;gc;iso flavus 28 13 11 0 0 Baci(t)racin
iiccrlgrizrzsh;g 2coli o5 (20) (20) 17 0 Strepztgmicin
Z__T_ecz:ugozr?gggs aeruginosé 0 0 0 0 0 Strepztgmicin
Elg?Bsigﬁfneumoniae 28 15 15 (13) 0 HIorarlrgenikoI
Eicgggchia coli (35) (24) (19) 0 0 Strepztgmicin
:;Z)scgh(elzlraicfilaz)coli 30 o5 20 (20) 0 Strepztgmicin

Svi rezultati u tabeli izraZzeni su u mm. Napomédpadaci dati u zagradama ozagaju da nije konstatovano baktericidno djelovanje
ve¢ da je bakterijski tepih oko filter papira bio pfjeden, i jako stanjen, pa u ovom &ju moZemo govoriti 0 potencijalnom
bakteriostatikom djelovanju etarskih ulja.
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Tabela 5.22 Rezultati "Disk-diffusion” testa etarskog ulja teisa lokaliteta H.Novi

Koncentracije ulja n-

(ul/disku) 3.32 1.66 0.83 0.41 Fe Antibiotik
oo | 20 13 11 0| o | coamen
i?ggylz%%ozcgus aureus 17 (15) (14) 0 0 Strepztgmicin
E\_?%Ilcuslgg%lhs 15 12 10 (10) 0 Strepztgmicin
X_:_(é(g:(f(:)(;fo flavus 16 13 11 0 0 Bacigacin

Escherichia coli
ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosg

Streptomicin
20
Streptomicin

25  (27) (168) (18| O
0 0 0 0 0

ATCC 27853 20
Klebsiella pneumoniae Hloramfenikol
NCIB 9111 29 18 (19) (17) 0 19
Escherichia coli Streptomicin
ov 250 (26) (18 (27) 0O 0 P
Escherichia coli Streptomicin
Ipca (IB 112) 30 20 20 18 0 23

Svi rezultati u tabeli izraZzeni su u mm. NapomePadaci dati u zagradama ozaeaju da nije konstatovano baktericidno
djelovanje vé da je bakterijski tepih oko filter papira bio pjeden, i jako stanjen, pa u ovom &hju moZemo govoriti 0
potencijalnom bakteriostakiom djelovanju etarskih ulja.

Analizom rezultata prikazanih u tabelama 5.2015.8.22, moze se vidjeti da je
etarsko ulje mirte ispoljilo jaku antibakterijskiktenost na véinu ispitivanih sojeva.
Posebno snazna antibakterijska aktivnost etarskagmirte u@ena je na sojevim&.
pneumoniae, E. colipca i M. flavus kod kojih je pri koncentraciji od 3,3gl/disku
utvrdena znatno @& zona inhibicije od primjenjenih antibiotika kgu kori€eni kao
pozitivna kontrola. Stino dejstvo etarsko ulje mirte ispoljilo je i na kberijskim
sojevimaS. epidermidis S. aureusgdje utvdena zona inhibicije etarskog ulja pri istim
koncentracijama priblizno odgovara pozitivnoj katitrNesto slabije djelovanje etarskog
ulja mirte u@eno je na sojB. subtillis,ali i kod ovog bakterijskog soja zone inhibicije s
zna&ajne. Kod bakterijskih sojev&. coli(w.t.) i E. coli SY 252 nisu se mogle &iti jasne
inhibicione zone, w&je bakterijski tepih oko diskova bio veoma pratéa, tako da ovde
mozZemo govoriti samo 0 potencijalnom bakterio&katin djelovanju metanolnih
ekstrakata mirte. Bakterijski s&]. aeruginosase pokazao potpuno rezistentnim na sve
primijenjene koncentracije etarskog ulja u ovoniues

Na osnovu rezultata prikazanih u tabelama 5.201 55.22. moZe se zakdti
da etarska ulja mirte sa radtih lokaliteta crnogorskog primorja nisu pokazale&iajne
razlike u antibakterijskom djelovanju. S obzirom rezultate "Disk difuzionog" testa
dalja ispitivanja (MIC-test) ena su na svim bekterijskim sojevima osim BRa
aeruginosa koji je ispoljio potpunu rezistentnost i pri nagim primjenjenim
koncentracijama etarskog ulja.
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5.4.1.2. MIC test

MIC test etarskog ulja mirte ispitan je na osamtéajskih sojeva. MIC etarskog
ulja trazen je u seriji dvostrukih razblazenja ¢21Qd/ml do 3,32ul/ml, koja su odabrana
na osnovu rezultata antibiogram testa. Rezult$#@ ksta su prikazani u tabelama 5.23;
5.2415.25.

Tabela 5.23 Rezultati MIC testa etarskog ulja mirte sa loledéi Bar

Mameeni el Ll 332 | 166 | 083 | 042 | 021
(ul/ml)

Staphylococcus epidermidis ) ) ) + +
ATCC 12228
Staphylococcus aureus
ATCC 25923 - + + + +
Bacillus subtilis ) ) ) + +
ATCC 10774
Micrococcus flavus ) ) ) ) +
ATCC 10240
Escherichia coli
ATCC 25922 - + + + +
Klebsiella pneumoniae ) ) ) ) +
NCIB 9111
Escherichia coli
SY 252 + + + + +
Escherichia coli ) ) ) ) +
Ipca (B 112

Napomena: (-) u tabelli ozsava da nije dosSlo do rasta bakterija, odnosno deiestatovan MIC. (+) u
tabeli oznaava da je doSlo do rasta bakterija.

Tabela 5.24 Rezultati MIC testa etarskog ulja mirte sa loltitKotor

MameEn el Ll 332 | 166 | 083 | 042 | 021

(ul/ml)

Staphylococcus epidermidis ) ) ) +

ATCC 12228

Staphylococcus aureus

ATCC 25923 - + + + +

Bacillus subtilis ) ) ) ) 4

ATCC 10774

Micrococcus flavus ) ) ) + +

ATCC 10240

Escherichia coli

ATCC 25922 - - + + +

Klebsiella pneumoniae ) ) ) ) +

NCIB 9111

Escherichia coli

SY 252 + + + + +

Escherichia coli

Ipca (1B 112) j j ] ] j

Napomena: (-) u tabelli ozdava da nije doSlo do rasta bakterija, odnosno #arestatovan MIC.
(+) u tabeli ozn&ava da je doSlo do rasta bakterija.
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Tabela 5.25 Rezultati MIC testa etarskog ulja miga lokaliteta Herceg Novi

TRl Ul 332 | 166 | 083 | 042 | 021
(ul/ml)

Staphylococcus epidermidis + +
ATCC 12228 B B B
Staphylococcus aureus
ATCC 25923 - + + + +
Bacillus subtilis + +
ATCC 10774 B B B
Micrococcus flavus + +
ATCC 10240 B - B
Escherichia coli
ATCC 25922 + + + + +
Klebsiella pneumoniae +
NCIB 9111 B - B -
Escherichia coli
SY 252 + + + + +
Escherichia coli
Ipca (1B 112) - - - + +

Napomena: (-) u tabelli ozdava da nije doSlo do rasta bakterija, odnosno #arnestatovan MIC.
(+) u tabeli ozn&ava da je doSlo do rasta bakterija.

Na osnovu rezultata MIC testa moze se z&kljua su najvéu osjetljivost na
etarsko ulje mirte pokazali sledebakterijski sojevi:E. coli lpca K. pneumoniae, M.
flavus, B. subtilis, S. epidermidifa pomenute bakterijske sojeve MIC je konstatqwan
koncentraciji etarskog ulja od 0,4gl/ml. Znatno veéu rezistentnost pokazali su
bakterijski sojevi:S .aureus E. coli (w.t.) gdje je MIC konstatovan pri koncentraciji
etarskog ulja od 3,32l/ml. Bakterijski soj E. coli SY 252 pokazao je potpunu
rezistentnost tj. kod ovog bakterijskog soja MICenidostignut ni pri naju@m
primijenjenim koncentracijama.

Iz prikazanih rezultata, mozZe se primjetiti izvjasrazlika u antibakterijskom
djelovanju etarskog ulja mirte sa r&tih lokaliteta crnogorskog primorja. Tako na
primjer, etarsko ulje mirte sa lokaliteta Kotor paklo je jae antibakterijsko dejstvo na
slede€e bakterijske sojeveS. epidermidis, E. coli IpcA, E .coli (w.t.), i B. subtilis,u
odnosu na uzorke sa druga dva lokaliteta. Razlzkeaiu lokaliteta se mogu objasniti
razlicitim hemijskim satavom etarskih ulja.

Rezultati ispitivanja antibakterijske aktivnostiaeskih ulja mirte iz Crne Gore
uglavnom su stini sa podacima koji se mogudna referentnoj literaturi (Rasooli et al.,
2002, Owlia et al., 2009; Yadegarinia et al., 20B6uyzoita et al., 2003Pomenuti autori

su utvrdili snazno antibakterijsko djelovanje etdrsulja ove vrste na sleden
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bakterijskim rodovima:Bacillus, Bordetella, Enterococcus, Escherichialeb§iella,
Micrococcus, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, irgarc Staphylococcusa kao
komponentu odgovornu za antibakterijsko djelovanjgavode monoterpenski
ugljovodonik a-pinen koji je u etarskom ulju mirte zastuplijen u Kati od 23,06 do
35,86%, mada treba uzeti u obzir i sinergkgii djelovanje ostalih komponenti. Tale
treba istéi i to, da jedna od dominantnin komponenti etagskdja mirte 1,8-cineol
(18,81- 25,46%)pokazuje veoma slab antibakterijski potencijal (lBiraet al., 2008).

5.4.2. Antbakterijska aktivnost metanolnih ekstrakaa Myrtus communis
L.

5.4.2.1. "Disk diffusion” test

Antibakterijska aktivnhost metanolnih ekstrakatatenispitana je na 9 bakterijskih
sojeva. U odréivanju antibakterijske aktivnosti koti€ni su uzorci ekstrakata sa
lokaliteta: Bar, Kotor i Herceg Novi. Lokaliteti sizabrani na osnovu ndasobne

udaljenosti istih. Rezultati "disk diffusion” taglati su u tabelama 5.26, 5.27 i 5.28.

Tabela 5.26."Disk-diffusion” test metanolnog ekstrakta misi lokaliteta Bar

Konce?zgfggfuk)s”akta 300 150 075 060 0.30 | EtOH | Antibiotik
i?ggyllozczozcgus epidermidig 15 13 0 0 0 0 Gen?Smicin
i?ggylzc;%ozce(’:us aureus 24 22 18 20 16 0 Strepztgmicin
'Iijill_c(::llcl:uig?%fllls 16 14 0 13 0 0 Strepztgmicin
g/l_:_ccr:c():ci((:)czliso flavus 16 13 0 (18) 0 0 BaCi(t)raCin
'Ii_src(::hgrizgh;gzcoli (17) 0 0 0 0 0 Strepztgmicin
Z_sl%ugozr;]gggs aeruginosa (26) (22) (20) (20) 17) 0 Strepztgmicin
Elglesigﬁlpneumoniae 0 0 0 0 0 0 Hlorarlrgenikol
gicgggchia coli (23) (20) (16) (20) (16) 0 Strepztgmicin
llf)scghgrBiclhiaZ)coli 13 (18) (16) (18) (16 0 Strepztgmicin

Svi rezultati u tabeli izraZzeni su u mm. NapomePadaci dati u zagradama ozaeaju da nije konstatovano baktericidno
djelovanje vé da je bakterijski tepih oko filter papira bio pjeden, i jako stanjen, pa u ovom &hju moZemo govoriti o
potencijalnom bakteriostaliom djelovanju ekstrakata.
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Tabela 5.27."Disk-diffusion” test metanolnog ekstrakta misi& lokaliteta Kotor

Konce?zgfggfuk)s”akta 300 150 075 060 0.30 | EtOH | Antibiotik
i?ggyllozczozcgus epidermidig 15 13 0 13 0 0 Gentsz;micin
i?ggylzcz_)%ozcgus aureus 26 25 16 20 16 0 Strepztgmicin
2‘?’%@51(?;?2“8 16 12 (20) (16) 0 0 Strepztgmicin
X':'C(r:%ci(c:)czlfo flavus 16 14 0 17) 0 0 Baciéracin
'Ii_srcchgriz%hgi)gzcoli (16) 0 0 0 0 0 Strepzt(c))micin
Z_sl%ugozr;]gggs aeruginosa (25) (20) (18) (20) (17) 0 Strepztgmicin
Elglesigﬁlpneumoniae 0 0 0 0 0 0 Hlorarlrgenikol
gicgggchia coli 22) (20) 17) (18) (16) 0 Strepztgmicin
IIf)scc(;h(elericlhilaz)coli 13 (22) (17) (18) (16 0 Strepztgmicin

Svi rezultati u tabeli izraZzeni su u mm. NapomePadaci dati u zagradama ozaeaju da nije konstatovano baktericidno
djelovanje vé da je bakterijski tepih oko filter papira bio pjeden, i jako stanjen, pa u ovom &hju moZemo govoriti 0
potencijalnom bakteriostékom djelovanju ekstrakata.

Tabela 5.28."Disc-diffusion” test metanolnog ekstrakta mstelokaliteta Herceg Novi

Konce?zgfgifuk)s”akta 300 150 075 060 030 | EtOH | Antibiotik
i?ggyllozczozcé:us epidermidig 15 14 0 (17) 0 0 Gengismicm
i?glg:ylzc;%ozcgus aureus 26 24 16 20 16 0 Strepztgmicin
'Iz_?%I(I:uslg;J?;:hs 16 14 (15) 0 0 0 Strepztgmicin
g/l_:_ccr:c():ci((:)czliso flavus 13 17) 0 0 0 0 Bacict)racin
'Ii_src(::hgrizgh;gzcoli (18) 0 0 0 0 0 Strepztgmicin
Z:sr%ugc;r?gggs aeruginosa @7) (23) (17) (20) (15) 0 Strepztgmicin
EICerBsiSEfneumoniae 0 0 0 0 0 0 Hlorargenikol
Eicgggchia coli (25) (20) (19) (20) (17) 0 Strepztgmicin
llf)ic;h(elericfilzz)coli 13 (18) (16) (17) 0 0 Strepztgmicin

Svi rezultati u tabeli izraZzeni su u mm. Napomeadaci dati u zagradama ozawaju da nije konstatovano baktericidno
djelovanje vé da je bakterijski tepih oko filter papira bio pjeden, i jako stanjen, pa u ovom &hju moZemo govoriti 0
potencijalnom bakteriost&kom djelovanju ekstrakata

Na osnovu rezultata "Disc diffusion” testa mogezaklj&iti da su metanolni
ekstrakti mirte ispoljili dejstvo na sve baktergskojeve osim nK. pneumoniaéoji je
ispoljio potpunu rezistentnost i pri nagmd primjenjenim koncentracijama etarskog ulja.
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Najjate antibakterijsko dejstvo ekstrakti mirte su isjioljpa sojeve: S.
epidermidis, S. aureus, B. subtilisM. flavus.Ovo se moZe objasnitinjenicom da se
radi o gram-pozitivnim bakterijama krog&iji ¢elijski zid hidrofilni ekstrakti lakSe
difunduju za razliku od gram-negativnih bakterifmatajno je naglasiti da su ekstrakti
mirte pokazali bakteriostaékio dejstvo i na, in& jako rezistentnom soj®, aeriginosa.
Kod sva tri testirana soj&. coli bakterijski tepih oko filter papira bio je jakogpijeden
pa ovde moZzemo govoriti samo o potencijalnom badtatikom djelovanju ekstrakata

mirte.

5.4.2.2. MIC test

Na osnovu rezultata "Disc diffusion” testa, MESttmetanolnih ekstrakata mirte
uraden je na osam bakterijskih sojeva. Rezultati M#€td prikazani su u tabelama 5.29,

5.30.i 5.31.

Tabela 5.29. MIC test metanolnog ekstrakta mirte sa lokalit&sa

Koncentracije ekstrakta
(ng/mi)

Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228
Staphylococcus aureus
ATCC 25923
Bacillus subtilis
ATCC 10774
Micrococcus flavus
ATCC 10240
Escherichia coli
ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853
Escherichia coli
SY 252
Escherichia coli
Ipca (IB 112)

32.0 18.0 9.0 4.50

+ + + + + 4+

1
1
+ + + +

Napomena: (-) u tabelli ozdava da nije doSlo do rasta bakterija, odnosno #arestatovan MIC.
(+) u tabeli ozn&ava da je doslo do rasta bakterija.
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Tabela 5.30.MIC test metanolnog ekstrakta mirte sa lokalit€tdor

Koncentracije ekstrakta
(ng/ml)

Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228
Staphylococcus aureus
ATCC 25923
Bacillus subtilis
ATCC 10774
Micrococcus flavus
ATCC 10240
Escherichia coli
ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853
Escherichia coli
SY 252
Escherichia coli
Ipca (1B 112)

32.0 18.0 9.0 4.50

Napomena: (-) u tabelli ozdava da nije doSlo do rasta bakterija, odnosno #arnestatovan MIC.
(+) u tabeli ozn&ava da je doSlo do rasta bakterija.

Tabela 5.31.MIC test metanolnog ekstrakta mirte sa lokalitéeaceg Novi

Koncentracije ekstrakta
(ng/mi)

Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228
Staphylococcus aureus
ATCC 25923
Bacillus subtilis
ATCC 10774
Micrococcus flavus
ATCC 10240
Escherichia coli
ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853
Escherichia coli
SY 252
Escherichia coli
Ipca (1B 112)

32.0 18.0 9.0 4.50

Napomena: (-) u tabelli ozdava da nije doSlo do rasta bakterija, odnosno #arestatovan MIC.
(+) u tabeli ozn&ava da je doSlo do rasta bakterija.

Na osnovu rezultata prikazanih u tabelama 5.29.5.8.31. mozZe se zakljiii da

je, od ukupno osam testiranih bakterijskih sojeza,Sest konstatovan MIC. MIC nije
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konstatovan za bakterijske sojet#e coli (w.t.) i E. coli SY 252, ni pri najv&ém
primijenjenim koncentracijama ekstrakta mirte (3219/ml). Dok je MIC za S.
epidermidisi M. flavus utvrden je pri koncentraciji ekstrakta nizoj od 4g'ml.

Takade, se moze zaklti da u antibakterijskoj aktivnosti iznda uzoraka
metanolnih ekstrakata mirte sa raitih lokaliteta nema zn@jnijih razlika. Dobijeni
rezultati su, uglavnom, u skladu sa rezultatima &ejmogu né u dostupnoj referentnoj
literaturi i koji potviduju snazno antibakterijsko djelovanje metanolniktedkata mirte
(Shaheenet al., 2006; DelLaurentis et al., 2005e¥adnia eta al. 2006; Bouzouita et al,
2003; Mansouri et al, 2001; Dorman i Deans 200finli Digrak, 1998; Sacchetti et al.,
2007). Mehanizam antibakterijskog djelovanja etiérakja i biljnih ekstrakata nije do
kraja razjaSnjen, ali se moze pretpostaviti da jedinjenja svoju aktivnost ostvaruju,
prvenstveno inhibicijom funkcijaelijske membrane, inhibicijom aktivnosti raitih
enzimskih sistema i djelovanjem na genetski matlebpkterija (Shaheenet al., 2006).
Medutim, u veini slucajeva, mehanizam djelovanja ispitivanih supstaritestirane

sojeve joS uvek nije poznat i zahtijeva dodatnaistanija.

5.5. Antimutagena aktivnostMyrtus communisL.

Za odrelivanje antimutagenog potencijala etarskih uljastedkatamirte kori&en
je reverzni test na bakterijskom sdju coli IC202 koji je deficitaran za OxyR protein.
OxyR protein je redoks senzitivni transkripciontiaditor, koji reguliSe ekspresiju OxyR
regulona, u kome je locirano 9 gena koji kodirajti@gksidativhe enzime: katalazu,
hidroperoksidazu |, alkil hidroperoksid reduktaglytation reduktazu i dr (Urios et al.,
1995; Blanko et al., 1998Aslund et al., 1999; Sota et al., 2006). Usled nguaosti
indukcije odbrambenog sistema nakon primene ok&d@&poljava se hiperosetljivost
soja na oksidativna o&tenja (Nikolic, 2004).

5.5.1. Antimutagena aktivnost etarskih uljaMyrtus communisL.

Za preliminarno ispitivanje tok&mosti etarskih ulja mirte na testirane bakterijske
sojeveE. coli IC185 i E. coli IC202 kori€en je “spot” test. Ovim testom utiene su

najnize netoksne koncentracije etarskih ulja mirte, koje su ki@ige u odrdivanju
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antimutagene aktivnosti. Ta#e je ispitana tok&nost kori§enog rastvaa n-heksana.
Rezultati “spot” testa prikazani su u tabelama 55323. i 5.34.

Tabela 5.32.Rezultati ispitivanja tok&nosti etarskog ulja mirte sa lokaliteta Bar i n-
heksana na bakterijskim sojevirBacoliIC185 iE. colilC202

o Primijenjene koncentracije (ul/disku) Kontrola
Bakterijski Tip testa (n-heksan)
SO 0.1 0.2 0.4 0.8 1.6 1.6
E coli Filter papir 0 10 18.5 21 27 0

IC202 Bunacici 0 13 17 20 28 0
E coli Filter papir 0 11.3 16 20 30 0
IC185 Bunacici 0 12 15.5 26.7 32 0

Napomena: praik zone inhibicije izrazen je u mm

Tabela 5.33. Rezultati ispitivanja to&sosti etarskog ulja mirte sa lokaliteta Kotor i n-
heksana na bakterijskim sojevirBacoliIC185 iE. colilC202

L Primijenjene koncentracije (ul/disku) Kontrola
Bakter_usk| Tip testa (n-heksan)
SO 0.1 0.2 0.4 0.8 1.6 1.6
E coli Filter papir 0 15 19 22 26 0

1IC202 Bunakici 0 13 16.5 20 25 0
E coli Filter papir 0 16 18 22 27 0
IC185 Bunakici 0 13 18 21 25 0

Napomena: prik zone inhibicije izraZzen je u mm

Tabela 5.34. Rezultati ispitivanja to&sosti etarskog ulja mirte sa lokaliteta Herceg Novi
i n-heksanana bakterijskim sojevimde. coliIC185 iE. colilC202

o Primijenjene koncentracije (ul/disku) Kontrola
Bakter!jsk| Tip testa (n-heksan)
SOJ 0.1 0.2 0.4 0.8 1.6 1.6
E coli Filter papir 0 11 16 20 31 0

1C202 Bunakici 0 12 17 22 29 0
E coli Filter papir 0 18 20 26 29 0
IC185 Bunakici 0 13 17 21 28 0

Napomena: p@ik zone inhibicije izrazen je u mm
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Iz rezultata ispitivanja tok&nosti etarskog ulja mirtprikazanih u tabelama 5.32,
5.33. i 5.34. moze se vidjeti da su za etarska mljdge sa sva tri lokaliteta utdene
najnize netoksne koncentracije u opsegu od 0.1-Qdisku, tako da su za dalja
ispitivanja antimutagene aktivnosti kai@he koncentracije etarskog ulja koje su nize od
utvrdenih najnizih netoksnih koncentracija.

Rezultati odrdivanja antimutagenog efekta etarskog ulja mirtespantanu i t-
BOOH indukovanu mutagenezuE. coli IC202 dati su u tabeli 5.35. kao i na slici 5.24.

Tabela 5.35.Antimutageni efekat etarskog uljg communigd.. na spontanu i t-BOOH
indukovanu mutagenezuki coli IC202

Koncentracija = OO +1-BOOH’
(u/p) T Mutazg/oe)nezé Trp i Mut?c%neza
0 104 +6 - 182+3 -
n-heksan 97 £ 16 100 196 + 13 100
0.05 92 +17 94 187 + 17 95
0.075 101+ 20 104 159 +7 81
0.1 88+ 15 90 163 + 22 83
0.15 85+ 14 87 142 + 17 72

! Koncentracija t-BOOH je 2Bg/p

2 Trp'/p (Trp'/ml = Trp'/p x 10)

% Procenat mutageneze{umato u odnosu na n-heksan kao kontrolu)
" p<0.05
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72

Mutageneza %

0.05 0.075 0.1 0.15

Koncentracija

Slika 5.24.Antimutageni efekat etarskog ulji communid.. na t-BOOH indukovanu
mutagenezu &. colilC202

Rezultati odrdivanja antioksidativne aktivnosti etarskog uljartenina inhibiciju
lipidne peroksidacije (LP) i neutralizaciju DPPH dikala, pokazuju zr&mjan
antioksidativni potencijal. S obzirom na hemijskitas etarskog ulja mirte moze se
zakljwiti da je antioksidantna aktivnost, vezanaoczainen i limonen kao dominantne
komponente, mada se mora uzeti u obzir i sinetgistijelovanje ostalih komponenti.

Imajwéi u vidu povezanost antioksidante i antimutagenévasti, mozemo
zakljwiti da je etarsko ulje mirte ispoljilo zsdajan antimutageni potencijal (u okviru
netoksénih koncentracija), koji se najvjerovatnije zasniva antioksidantnoj aktivnosti
njegovih komponenti. Prethodna istrazivanja molskinl mehanizama antimutagenog
dejstva etarskih ulja i njihovih konstituenatdiralola, a- i p-tujona i 1,8-cineolasu
pokazala da se njihov antimutageni potencijal ukeglmjeri zasniva na povanju
efikasnosti ekscizione reparacije (BeBjedov, 2006). Ispitivanja antimutagene
aktivnosti pojedinanih komponenti etarskih ulja kao Sto surcen, linalol i 1,8-cineo|
pokazali su da mircen i linalol posjeduju znatnéiantimutageni potencijal u odnosu na
1,8-cineol (Mité-Culafi¢ et al., 2009). Imajti u vidu da je 1,8-cineol dominantna
komponenta etarskog ulja mirte, kao i pomenute ltetay moze se zakkiti da ovo
jedinjenje nije nosilac antimutagene aktivnostrgitag ulja mirte. Uzimajti u obzir da

su bakterijske&elije tretirane istovremeno sa antioksidantimargiia ulje) i mutagenom
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(t-BOOH), moze se pretpotaviti da je redukcija ngetaeze povezana sa skevindzer
aktivno£u na ROS ili direktnom interakcijom sa t-BOOH.
Sa grafika se moZe vidjeti da se sa gewgem koncentracije etarskog ulja

smanjuje procenat mutageneze, odnosnoavseantimutageni efekat

5.5.2. Antimutagena aktivnost ekstrakataMyrtus communi&

Za preliminarno ispitivanje tok&mosti metanolnin ekstrakata mirte na testirane
bakterijske sojeveE. coli IC185 iE. coli IC202 kori€en je “spot” test. Ovim testom
utvrdene su najnize netoksie koncentracije metanolnih ekstrakat mirte, koje s
korienje u odrdivanju antimutagene aktivnosti. Tal® je ispitana tok&nost

kori&¢enog rastvar& etanola. Rezultati “spot” testa prikazani subelie5.36.

Tabela 5.36.Rezultati ispitivanja toksnosti ekstrakata mirte i etanola na bakterijskim
sojevimakE. colilC185 iE. colilC202

Primijenjene koncentracije (ng/disku) Kontrola
Bakterﬁjski Tip testa (etanal)
) 0.25 0.5 0.75 1.0 1.5 1.5
E coli Filter papir 0 11 16 27 31 0
IC202 | Bunakidi 0 8.5 18 255 39 0
E coli Filter papir 0 12 16 26.5 37 0
IC185 | Bunackidi 0 15 17.5 28 39 0

Napomena: p@ik zone inhibicije izrazen je u mm

Iz rezultata prikazanih u tabelama se moze vidjgtsu za ekstrakt mirte uene
najnize netoksne koncentracije u opsegu od 0.25-Qg/disku, tako da su za dalja
antimutagena ispitivanja kotigne koncentracije ekstrakta koje su manje oddatih
najnizih netoksinih koncentracija.

Rezultati odrdivanja antimutagenog efekta ekstrakata mirte nantsmu i t-
BOOH indukovanu mutagenezuE. coli IC202 dati su u tabeli 5.37. kao i na slici 5.25.

108



Doktorska disertacija Bugarin DuSan

Tabela 5.37.Amtimutageni efekat metanolnog ekstraktacommunid.. na spontanu i t-
BOOH indukovanu mutagenezi&u coli IC202

Koncentracija - t-BOOH +t-BOOH*
(ng/p) Trp */p? MUtazg/oe)neZé T M ut?(%neza
0 107 +6 - 176 £3 -
etanol 99 +5 - 181+6 -
0.05 97+9 4 135+2 70
0.1 857 15 1195 50
0.25 7611 23 91+7 35
0.5 60 +4 39 554 26

! Koncentracija t-BOOH je 2pg/p

2 Trp'/p (Trp'/ml = Trp'/p x 10)

3 Procenat mutageneze {umato u odnosu na etanol kao kontrolu)
" p<0.0

Mutageneza %

0.05 0.1 0.25 0.5

Koncentracija

Slika 5.25.Antimutageni efekat metanolnog ekstraktacommunid.. na t-BOOH
indukovanu mutagenezuki coli IC202

Iz prikazanih rezultata evidentno je da ispitivanetanolni ekstrakt mirte pokazuje

zn&ajno antimutageno djelovanje koje je u korelaajimimjenjenom koncentracijom.
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Uzimajwi u obzir podatke o hemijskom sastavu ovoga ek&trada velikom sigurnos
moze se pretpostaviti da su nosioci antimutageegwhnja jedinjenja fenolne strukture,
najverovatnije iz klase flavonoida i fenilpropartshiselina. Potwtena je antimutagena
aktivnost mircetin-3-galaktozida i mircetin-&-ramnozida, komponenti iz ekstrakata
mirte. Mehanizam antimutagene aktivnosti ovih jgshija ukljiuje modulaciju
ekspresije gena ukienih u regulaciju oksidativnog stresa (GPX1, TXNOR372,
SEPW1, SHC1, TXNRD1, TXN, SOD1 AOE372, SEPW1), kaena koji ¢estvuju u
reparaciji DNK-a (XPC, LIG4, RPA3, PCNA, DDIT3, POlL, XRCC5, MPG, TDG,
PCNA, LIG4, XRCC5, DDIT3, MSH2, ERCC5, RPA3, POLDL)apoptozi (PARP)
(Hyder et al., 2007).

U odrefivanju antimutagene aktivnosti etarskih ulja i ekkata mirtet-BOOH je
kori&¢en kao mutagen, i na osnovu razlika u koncentnagij&oje su primijenjene na
sojevima sa efikasnom antioksidativnom zastitoraxyR soja, jasno je da-BOOH
efikasno indukuje oksidativna osemja (Mitic-Culafi¢ et al., 2009). Efekat kod&nog
mutagena se ispoljava preko visoko reaktivnih adilokadikala nastalih redukcijort
BOOH u prisustvu tranzicionih metala kao $to jé"Fkoji dovode pre svega do o&tmja
membrana i do lipidne peroksidacije (Asetdal.,2000, Gille and Sigler, 1995AIkoksil
radikali mogu da oStete DNK izaziv&juprekide lanaca ili formiranjem baznih adukata
(8-0x0G) (Mahleret al, 2001). Sem alkoksil radikala reduktivnom degcdan mogu
nastati itert-butoksil i metil radikali, a oksidativhontert-butilhidroperoksil radikali
(Edenharder and Grunhage, 2003). Rawe mutageni i letalni efeketBOOH u soju
IC202 se javlja usled nesposobnosti ekspresigC/F operona koji kodira alkil
hidroperoksid reduktazu. Uzimajw obzir da su bakterijskéelije tretirane istovremeno
sa antioksidantima (ekstrakti) i mutagenom (t-BOQIH)oZe se pretpostaviti da je
redukcija mutageneze povezana sa skevindZzer aktwnma ROS ili direktnom
interakcijom sa t-BOOH. Ispitivani ekstrakt mirgpoljio je jak antimutageni potencijal i
to u okviru netoksinih koncentracija 0.05-05 pg/p. Ako se ovi rezul@abvezu sa
antioksidantnim aktivnostima u raghi in vitro sistemima, najverovatnije je da je ovako
visoka antimutagena aktivnost upravo rezultat simazantioksidantnih i skeviter
aktivnosti jedinjenja prisutnih u metanolnom estualizorka. Ovoj hipotezi ide u prilog i
porelenje raezultata antioksidantnog i antimtagenog taf@tarskih ulja i metanolnih
ekstrakata. lako su etarska ulja pokazala i jeddwgu aktivnost njihov dinak je bio

slabiji. Generalno terpeni etarskih ulja su slahijitioksidansi od fenolnih jedinjenja
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zastupljenih u ekstraktima mirte, Sto se najvergeanreflekotovalo na njihov ukupni

antimutageni potencijal.

Ovi rezultati su od izuzetnog ztega jer sugeriSu mogunosti da se na osnovu
testova antioksidantnih potencijala pojedinih jgelma ili slozenih ekstrakata predvidi i
njihova eventualna antimutagena aktivnost.ditan ova istrazivanja moraju obuhvatiti
vedi broj testova da bi se dobili n&wn relevantni rezultati i objasnili mehanizmi

antimutagenog dejstva.
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6. Zakljucak
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Na osnovu rezultata dobijenih u toku biohemijskih i biloSkih
ispitivanja etarskih ulja i metanolnih ekstrakata vrste Myrtus communis

L. mogu se izvesti sled# zaklju ¢ci:

» Kolic¢ine etarskih ulja u osuSenim listovima mirte kretslu se od 0.40%
(uzorak sa lokaliteta Budva) do 0.81% (uzorak &aliteta H.Novi). Dobijene
vrijednosti uglavnhom odgovaraju podacima koji segmm&i u literaturi.
Jedino je koltina etarskog ulja u uzorku sa lokaliteta Budva @4 daleko

ispod granice do sada poznatih vijrednosti.

» Koli¢ina oksidovanih monoterpena u etarskim uljima mptélizno je ista na
vedini lokaliteta i krée se u rasponu od 48,92-61,5%, osim na lokalitetu

Ulcinj gdje je zabiljezena neStodgevrijednost (78,39%).

» Kaolicina monoterpenskih ugljovodonika u ispitivanim widora etarskih ulja
mirte sa véine lokaliteta crnogorskog primorja, priblizno g4, i krée se od
35,5-45,2%, osim na lokalitetu Ulcinj gdje je z@diena znatno manja
vrijednost (17,75%).

» Pored jedinjenja iz klase monoterpena, u ispitivanizorcima etarskih ulja
mirte, prisutni su i seskviterpenoidi, ali u zr@atmanjoj kolEini. Medu
prisutnim  seskviterpenskim  jedinjenjima  dominirajuseskviterpenski
ugljovodonici (1,9-2,5%), dok su oksidovani ses&xpeni zastupljeni u
minimalnoj kol&ini (0,00-0,85%).

» Kaolicina alifatiénih jedinjenja u etarskim uljima mirte priblizne jednaka na
vedini ispitivanih lokaliteta (0.37-0.73%), osim nak#ditetu Ulcinj gdje je

konstatovana znatno ée vrijednost (1.92%).

» Analizom rezultata hemijskog sastava etarskih oljate sa Sest lokaliteta
crnogorskog primorja, moze se zaklju da u kvalitativnom sastavu nema

zn&ajnijih razlika. Uzorak sa lokaliteta Budva &&ise po znatno nizem
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sadrzaju mirtenil acetata (2.66%). Sumarno posmatra svim uzorcima
etarskog ulja mirte dominiraju komponente iz klasksidovanih
monoterpena: 1,8-cineol (18.81-25.68%), linalol .05316.13%), mirtenil
acetat (2.66-21.64%), a od monoterpenskih ugljowdd istte sea-pinen

kao kvantitativho najzastupljenija komponenta (¥436.77%).

» Najvete razlike u hemijskom satavu etarskih ulja mirtdeme su u sadrzaju
mirtenilacetata -pinena. S obzirom na sadrzaj ova dva jedinjertjéeisse
uzorak sa najjuznijeg lokaliteta crnogorskog prifaotJicinja, koji se moze
svrstati u poseban hemotip sa visokim sadrZzajenteniiracetata (21.64%) i

malim sadrzajem-pinena (14.67%).

» Ispitivanjem kvalitativnog i kvantitativnog sastagtarskih ulja mirte moze se
ucciti da osim evidentne kvantitativne razlike, ne to@is znaajnija
kvalitativna razlika izméu ispitivanih uzoraka. Kvantitativnom analizom
utvrdili smo da u odnosu na uzorke sa ostalih itial najviSe odstupa uzorak
sa lokaliteta Bar gdje je k@élna 1.8-cineola (10.7%) zdajno manja u odnosu
na ostale uzorke (17.3-19.3%), dok je &wola monoterpenskog alkohola
linalola (22.1%) znatno iznad vrijednosti dobijen#ta uzorke sa ostalih
lokaliteta (8.4-15.9%). Taki® koliina oksidovanih monoterpena (92.65%)
kod pomenutog uzorka je znatnocgeu odnosu na ostale ispitivane uzorke
(79.65-85.06%).

» Uporednom analizom hemijskog sastava metanolnitiradega mirte sa
razlicitih  lokaliteta moZe se zakljili da ne postoje zrajne kvalitativne

razlike.

» Metanolni ekstrakti mirte odlikuju se visokim saajgm fenolnih jedinjenja od
kojih su dominantne komponente iz klase flavonoaaardgito flavonol-3-O-
monoglikozidi i flavonol-7-O-diglikozidi. U uzorciamn metanolnih ekstrakata
je takaite identifikovano zn&jno prisustvo fenolkarbonskih kiselina i
njihovih derivata. HPLC-DAD hromatografskom anatizoutvideno je
prisustvo elagne kiseline i njenih derivata, Stazalje na zn&jno prisustvo

taninskih komponenti u isitivanim uzorcima mirte.
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» Uzorci ispitivanih etarskih ulja mirte sa lokal#eUlcinj i H. Novi, pokazali
su priblizno istu sposobnost neutralizacije DPPidlikala. RSC je opadala u
nizu: PG (0.42ug/ml) > BHA (3.09ug/ml) > uzorak H.Novi (5.999/ml) >
uzorak Ulcinj (6.24) > BHT(8.6ag/ml)

» Za antiradikalsku aktivnost etarskih ulja mirte jatiovorniji je oksidovani
monoterpen 1,8-cineol koji je u etarskom ulju migastuplien u zn@jnoj

koli¢ini.

» lIspitivana etarska ulja mirte ispoljila su slab ibitorni efekat na proces
lipidne peroksidacije u lipozomima. Pri primijenjen koncentracijam 16y

vrijednost nije postignuta.

» Svi ispitivani uzorci metanolnih ekstrakata mirtekpzali su visoku RSC —
aktivnost u pogledu neutralizacije ispitivanih ikeda (DPPH, O, ™ ,OH i
NO), kao i inhibicije pocesa lipidne peroksidacijalibicije enzima ksantin-

oksidaze.

> Visoka antiradikalska aktivnost u pogledu neutadie DPPH radikala
ispoljena je kod svih ispitivanih uzoraka metanolekstrakata mirte. RSC je
opadala u nizu: PG (He= 0.49 ng/ml) > uzorak Bar (1= 1.53 pg/ml) >
uzorak Ulcinj (IGoe= 1.75 pg/ml) > uzorak H. Novi (IG= 1.78 pg/ml) >
uzorak Budva (1= 1.80ug/ml) > BHA (IGso= 2.02pg/ml ) > uzorak Tivat
(ICs0= 2.03 pg/ml) > uzorak Kotor (I6= 2.07 pg/ml) > BHT (IGo= 8.28

ug/mi)

» Svi ispitivani uzorci metanolnih ekstrakata mirs@aljili su inhibitorni efekat
na proces lipidne peroksidacije u ¢amom procentu. U E&askorbat
indukovanoj lipidnoj peroksidaciji f@na ihibicije opadala je u nizu: BHT
(ICse= 3.43pug/ml) > PG (IGe= 17.23pg/ml) > uzorak H. Novi (I6= 72.53
ng/ml) > uzorak Bar (16= 79.82pg/ml) < uzorak Kotor (I6= 90.6ug/ml) >
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uzorak Budva (I6= 95.45pug/ml) > uzorak Tivat (IG= 96.46 pg/ml) >
uzorak Ulcinj (IGe= 100.97ug/ml).

> Znaajnu antiradikalsku aktivnost u pogledu neutraligacOH’ radikala
ispoljili su svi ispitivani uzorci metanolnih ekakata mirte. Skevindzer
aktivnost opadala je u sleg#Em nizu: BHT (IGo= 28.16pg/ml) > BHA (1Cs=
29.87 ug/ml) > uzorak Ulcinj (IGo= 234.71ug/ml) > uzorak Budva (I6=
253.56pg/ml) > H. Novi (IGo= 255.54pug/ml) > uzorak Bar (I6= 297.42
ng/ml) > uzorak Tivat (I6= 305.71ug/ml).

» Ispitivani uzorci metanolnih ekstrakata mirte igicdu nesto slabiju aktivnost
u pogledu neutralizacije NO radikala u odnosu nandijalne sintetske
antioksidante. RSC je opadala u nizu: PG4Cl18.21ug/ml) > BHA (1Cs=
155.91ug/ml) > uzorak Budva (I§5= 536.87ug/ml) > BHT (IGe= 724.82
ug/ml) > uzorak Ulcinj (IGo= 794.56ug/ml) > uzorak H. Novi (894.68g/ml)
> uzorak Tivat (IGe= 924.94pg/ml) > uzorak Kotor (1= 939.66ug/ml) >
uzorak Bar (IGo= 961.92ug/ml).

> Znasajnu antiradikalsku aktivnost u pogledu neutraligacO® radikala
ispoljili su svi ispitivani uzorci metanolnih ekakata mirte. Skevindzer
aktivnost opadala je u slegm nizu: PG (IG= 0.0635pug/ml) > uzorak
Ulcinj (ICso= 0.287 ug/ml) > uzorak Budva (6= 0.438 ug/ml) > uzorak
Tivat (ICso= 0.527pg/ml) > uzorak H.Novi (IG= 0.667pg/ml) > uzorak Bar
(ICs0= 0.723ug/ml) > uzorak Kotor (IG= 0.715ug/ml).

» Ispitivani uzorci metanolnih ekstrakata mirte igpioknacajnu aktivnost u
pogledu inhibicije enzima ksantin-oksidaze. Spossbnnhibicije enzima
ksantin-oksidaze opadala je u slégla nizu: PG (1G= 0.061ug/ml) > uzorak
H.Novi (ICso= 0.3081ug/ml) > uzorak Ulcinj (IGe= 0.3325ug/ml) > uzorak
Tivat (ICso= 0.5055ug/ml) > uzorak Budva (I16= 0.5254ug/ml) > uzorak
Kotor (ICso= 0.6068ug/ml) > uzorak Bar (1gz= 0.626ug/ml).
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>

>

Svi ispitivani uzorci metanolnih ekstrakata mirspaljili su visok redukcioni
potencijal. Vrijednosti ukupnog redukcionog potéalei opadale su sleéien

redom: uzorak Budva (3.00) > uzorak Kotor (2.75)zerak H.Novi (2.72) >
uzorak Tivat (2.50) > uzorak Ulcinj (2.28) > uzorBlar (1.92). Napomena:

vrijednosti su izrazene u ekvivalentima askorbinske g ekstrakta.

Ispitivanjem antibakterijska aktivnosti etarskiijaui metanolnih ekstrakata
mirte generalno je utdeno snazno djelovanje nacuau testiranih bakterijskih

sojeva.

Antibakterijski efekat etarskih ulja mirte je deém na sled@m sojevima:
e Staphylococcus epidermid&TCC 1228

e Staphylococcus aureusTCC 25923

e Bacillus subtilisATCC 10774

e Micrococcus flavusATCC 10240

e Escherichia coliATCC 25922

e Klebsiella pneumoniadNCIB 9111

e Escherichia coliSY 252

e Escherichia colilpca (1B 112)

"Disk difuzionim" testom je ispitano dejstvo eterg ulja mirte na devet
bakterijskin sojeva. Pri koncentraciji od 3.3&/disk, etarsko ulje je
djelovalo inhibitorno (baktericidno ili bakteriosigki) na sve bakterijske
sojeve osim nd.aeriginosa Najveta zona inhibicije rasta (33 mm) dema

je kod bakterijskog soji.pneumoniadpri 3.32ul/disk).

Na osnov rezultata MIC testa, minimalna inhibitorne@ncentracija
konstatovana je za sedam bakterijskih sojeva ativiapih osam. MIC nije
konstatovan za bakterijski s@.coli SY 252pri datim koncentracijama, a
konstatovan je za sled¢ke bakterijske sojeveStaphylococcus epidermidis
ATCC 1228;Staphylococcus aureuBTCC 25923;Bacillus subtilis ATCC
10774; Micrococcus flavusATCC 10240;Escherichia coli ATCC 25922;
Klebsiella pneumoniadNCIB 9111;Escherichia colilpca (IB 112).
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» Mozemo zakljditi da se bakterijski sof.coli SY 252pokazao veoma
rezistentan, kako na djelovanje etarskih ulja takmetanolnih ekstrakata

mirte (nije konstatovan MIC).

> Moze se ubiti da izmelu tri odabrana lokaliteta mirte ima odemih razlika

u antibakterijskom djelovanju, ali te razlike nmgtajnijeg obima.

> FEtarsko ulje mirte ispoljilo je zrajan antimutageni potencijal (u okviru
netoksénih koncentracija), koji se vjerovatno zasniva ndicksidantnoj

aktivnosti njihovih komponenti.

» Ekstrakati mirte ispoljili su jak antimutageni tpacijal. S obzirom na
hemijski sastav ekstrakata moze se z&kKljwa je antimutagena aktivnost
vjerovatno vezana za dominantne komponente: fladeno tanine i

fenolkarbonske kiseline.
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8.1. Antioksidantna aktivnost etraskog ulja mirte

Tabela 8.1.DPPH test etarskog ulpyrtus communis L. (H.Novi)

Kolicina Radna Apsorbancija S“rednja Inhibicija
. vrijednost
Uljia(ul) | konc.@liml) | a1 | A2 | A3 | A4 A (%)
Kontrola 0.184| 0.181 0.177 0.181 0.1807%
5 1.25 0.13% 0.137 0.13 0.1346)7 X5.49
10 25 0.124 _ 0.1310.120 0.12500 | 30.844
20 5 0.102 0.105_ 0.07 0.09533 | 47.257
40 10 0.069 0.068 0.0¢ 0.0666[7 63.11
60 15 0.050 0.050 0.04 0.0493B8 72.706

Slika 8.1. DPPH test etarskog ulpyrtus communis L. (H.Novi)
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Tabela 8.2 DPPH test etarskog ulpyrtus communis L. (Ulcinj)

Kolicina Radna Apsorbancija Srednja | |nhibicija
Ulia(ul) | konc./ml viijednost| |
ja(ul) @ml) | A1 | A2 | A3 | A4 A (%)
Kontrola 0.221] 0.226 0231 0227 022625
5 1.25 0.186 0.192 0.18 0.18667 15449
10 25 0.170 0.171 0.16 0.16938 b1
20 5 0.124 0.133 0.12 0.1256f  44745p
40 10 0.068 0.073 0.08 0.074 67.2928
60 15 0.037 0.031 0.0 0.03367  8511p
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Slike 8.2. DPPH test etarskog uljdyrtus communis L. (Ulcinj)

DPPH - Myrtus Communis L. (Ulcinj)
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Tabela 8.3.DPPH test na standard BHA

Dodatakonc|  Radna Apsorbancija Srednja | - inhibicija
(molidn?) | konc.@iml) | a1 A2 A3 Al V”Je/f”OSt (%)
Kontrola 0.196] 0191 0195 0196 .19600
0.002 516 0125 0125 012 012433 36.566
0.005 12510 0099 | 0097] 0.09( 0.09531 51.361
0.01 2510 0.063| 0057 0055 005838 70.238
0.02 518 0016 | 0010| 0.009 0.01167 94.048

Slika 8.3. DPPH test na standard BHA
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Tabela 8.4 DPPH test na standard PG

Dodata Radna Apsorbancija Srednja Inhibicija
konc. konc.@ul/m vrijednost
(mol/drr?) |) Al A2 A3 | M A (%)
Kontrola 0.177| 0.184] 0.186 0.1f 0.18150
0.0005 1.25*10 | 0.154 | 0.155| 0.14§ 0.15233 16.07(
0.001 2.5*1 | 0.135 0.133 0.129 0.13233 27.084
0.002 5<10 | 0.103 | 0.105] 0.093 0.10033 44.72(
0.005 1.25*1B | 0.026 0.043 0.021] 0.03000 83.471
0.01 2.5*10 | 0.011 | 0.013] 0.011 0.01167 93.577

Slika 8.4 DPPH test na standard PG

DPPH - Standard PG
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Tabela 8.5.Uticaj etarskog uljaMyrtus communis L. (H.Novi) na lipidnu peroksidaciju

Kolicina Radna Apsorbancija Srednja | |nhibicija
. vrijednost

Ulja(ul) | konc.@l/ml) Al A2 A3 A4 A (%)

Kontrola 0.444 | 0.435| 0.477 0.45200
25 0.83333 0.319] 0.33 0.33% 0.32767 27.507
5 1.66667 0.286) 0.315 0.326 0.30900 31.637
10 3.33333 0.269 0.314 0.2§ 0.28367 37.242
20 6.66667 0.261 0.247 0.261 0.25683 43.289
40 13.33333 0.30d 0349 0.33 0.332B3 26.475
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Slika 8.5. Uticaj etarskog uljdMyrtus communis L. (H.Novi) na lipidnu peroksidaciju

Lipidna percksidacija - Myrtus Communis L.(H.Novi)
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Tabela 8.6.Uticaj etarskog uljaMyrtus communis L. (Ulcinj) na lipidnu peroksidaciju

Kolicina Radna Apsorbancija Srednja | |nhibicija
. vrijednost
Ulja(ul) konc. l/ml) Al A2 A3 | A4 A (%)
Kontrola 0.443 | 0.463| 0.425 0.44367
2.5 0.83333 0.341 0.34% 0.32 0.33767 23.892
5 1.66667 0.30§ 0.33 0.32 0.31967 27.949
10 3.33333 0.380 0.335 0.39 0.36967 16.680
20 6.66667 0.42q 0.430 0.40 0.42100 5.110

Slika 8.6.Uticaj etarskog ulj@yrtus communis L. (Ulcinj) na lipidnu peroksidaciju
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8.2. Antioksidantna aktivnost ekstrakata mirte

Tabela 8.7. DPPH test metanolnih ekstrakalyrtus communisL. (Bar)

Masena Radna ) Inhibicija
koncentracija koncentracija Apsorpcija [A] A
[%]

[%] [ng/ml]

0.5 12.50 0.017| 0.019 0.019 0.01833 91.7231
0.15 3.75 0.026/ 0.03Q 0.03R 0.02933 86.75696)
0.1 2.50 0.096| 0.09] 0.08L 0.08933 59.66892
0.05 1.25 0.144| 0.117 0.118 0.1175 46.9526

kontrola | 0.216] 0.220] 0.227 0.223 0.2215

Slika 8.7.DPPH test metanolnih ekstrakaltdyrtus communis L. (Bar)
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Tabela 8.8 DPPH test metanolnih ekstrakatyrtus communis L. (Ulcinj)

Masena Radna _ ] ] Inhibicija
koncentracija koncentracija | Apsorpcija [A] A [%]
(%] (ng/mi]
0.25 6.25 0.017 0.012 0.016 0.015 93.07
0.15 3.75 0.021 0.022 0.021 0.02133 90.14
0.1 2.50 0.058 0.075( 0.071 0.068 68.57
0.05 1.25 0.144 0.139 0.123 0.13533 37.44
0.025 0.625 0.192 0.199 0.20Z2 0.19767 8.63
kontrola 0.200 0.211 0.223 0.215 0.21633
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Slika 8.8.DPPH test metanolnih ekstrakatgrtus communis L. (Ulcinj)

inhibicija [%]
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Tabela 8.9.DPPH test metanolnih ekstrakatyrtus communisL. (Tivat)

Masena Radna _ Inhibicija
koncentracija koncentracija Apsorpcija [A] A [%]
[%] [ng/mi]
0.25 6.25 0.020 0.015 0.016 0.017 92.46955
0.15 3.75 0.036 0.028 0.032 0.032 85.82503
0.1 2.50 0.093 0.095 0.09 0.09267 58.95164
0.05 1.25 0.155 0.168 0.1683 0.162 28.2392
kontrola | 0.221 0.230 0.22( 0.232  0.22575

Slika 8.9.DPPH test metanolnih ekstrakatigrtus communis L. (Tivat)
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Tabela 8.10DPPH test metanolnih ekstrakdiyrtus communis L. (Kotor)

Masena Radna _ Inhibicija
koncentracija koncentracija Apsorpcija [A] A
(%]

[%6] [ng/ml]

0.25 6.25 0.018 0.018 0.018 0.018 91.66667
0.15 3.75 0.027 0.028 0.035 0.03 86.11111
0.1 2.50 0.092 0.092 0.09% 0.093 56.94444
0.05 1.25 0.158 0.158 0.157Y 0.15767 27.00617

kontrola | 0.208 0.21§ 0.218 0.216

Slika 8.10.DPPH test metanolnih ekstrakddgrtus communis L. (Kotor)
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Tabela 8.11DPPH test metanolnih ekstrakdtigrtus communis L. (H.Novi)

Masena Radna _ Inhibicija
koncentracija koncentracija Apsorpcija [A] A [%]
[%] [ng/mi]
0.25 6.25 0.009 0.010 0.011 0.01 95.51066
0.15 3.75 0.024 0.023 0.031 0.026 88.32772
0.1 2.50 0.075 0.075 0.078 0.076 65.88103
0.05 1.25 0.142 0.157| 0.157 0.152 31.76207
0.025 0.625 0.181 0.176 0.181 0.17933 19.49121
kontrola | 0.217 0.220 0.223 0.231  0.22275 0
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Slika 8.11.DPPH test metanolnih ekstrakdtgrtus communis L. (H.Novi)
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8.12 DPPH test metanolnih ekstrakdtgrtus communis L. (Budva)

Masena Radna ) Inhibicija
koncentracija koncentracija Apsorpcija [A] A
[%]
[%] [ng/mi]
0.25 6.25 0.016 0.020 0.018 0.018 92.61538
0.15 3.75 0.027 0.023 0.02y  0.02567 89.47009
0.1 2.50 0.096 0.086 0.076 0.086 64.71795
0.05 1.25 0.173 0.173 0.178 0.173 29.02564
0.025 0.625 0.191 0.19¢ 0.193 0.19433 20.2735
kontrola | 0.231 0.247 0.244 0.25[L  0.24375 0

Slika 8.12.DPPH test metanolnih ekstrakdtgrtus communis L. (Budva)
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Tabela 8.13. DPPH test na standard BHT

Dodata konc. Radna Apsorbancija Srednja | Inhibicija
(mol/dn? ) konc. @l/ml) Al A2 A3 A4 | vrijednost A (%)
Kontrola 0.258 0.239 0.249 0.233 .24@75
0.005 1.25*19 0.211 0.207 0.193 0.20367 16.786
0.01 2.5*19 0.178 0.177 0.182 0.17900 26.864
0.02 519 0.152 0.146 0.139 0.14567 40.483
0.04 1*10 0.102 0.101 0.103 0.10200 58.325

Slika 8.13.DPPH test na standard BHT
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Tabela 8.14 DPPH test na standard BHA

Dodata konc. Radna Apsorbancija Srednja | Inhibicija
(mol/dn) konc.@l/mi) Al A2 A3 Ad vrijednost A (%)
Kontrola 0.196 0.197 0.195 0.196 .19600

0.002 5*18 0.125 0.125 0.123 0.12433 36.565
0.005 1.25*19 0.099 0.097 0.090 0.09533 51.361
0.01 2.5*18 0.063 0.057 0.055 0.05833 70.238
0.02 5*18 0.016 0.010 0.009 0.01167 94.048
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Slika 8.14.DPPH test na standard BHA
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Tabela 8.15DPPH test na standard PG

Dodata konc. Radna Apsorbancija Srednja Inhibicija
(mol/dn?) konc.ul/ml) Al A2 A3 Ad vrijednost A (%)
Kontrola 0.177 0.184 0.186 0.179 0.1815
0.0005 1.25*10 0.154 0.155 0.148 0.15233 16.070

0.001 2.5*10 0.135 0.133 0.129 0.13233 27.089
0.002 5*10) 0.103 0.105 0.093 0.10033 44.720
0.005 1.25*1® 0.026 0.043 0.021 0.03000 83.471
0.01 2.5*19 0.011 0.013 0.011 0.01167 93.572

Slika 8.15 DPPH test na standard PG
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Tabela 8.16.Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Ulcinj) na inhibiciju

OH radikala
Masena Radna ) ] Inhibicija
koncentracija koncentracija Apsorpcija [A] A (%]
(0] [ng/mi]
20 666.66 0.081 0.074 0.076 0.07767 68.65
15 500 0.093 0.086 0.081 0.08667 65.08
10 333.33 0.096 0.101  0.10p 0.099 60.02
7.5 250 0.122 0.117f 0.120 0.11967 51.77
5 166.65 0.141 0.141 0.14y 0.143 42.31
kontrola | 0.253] 0.280] 0.220 0.238  0.24775

Slika 8.16Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Ulcinj) na inhibiciju OH
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Tabela 8.17 Uticaj metanolnih ekstrakabMyrtus communis L. (Bar) na inhibiciju OH

radikala
Masena Radna _ ) - Inhibicija
koncentracija koncentracija Apsorpcija [A] A o

(% [ug/mi] e
20 666.66 0.196| 0.181 0.19p 0.189 61.57
15 500 0.191| 0.20§ 0.184 0.19333 60.83
10 333.33 0.236| 0.226 0.214 0.22533 54.56

7.5 250 0.265| 0.270 0.258 0.26433 46.34
5 166.65 0.309| 0.3232 0.31p 0.31367 36.49

kontrola 0.502| 0.524| 0.490 0.460 0.494
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Slika 8.17.Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Bar) na inhibiciju OH

radikala
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Tabela 8.18.Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Budva) na inhibiciju

OH radikala
Masena Radna ) - Inhibicija
koncentracija koncentracija | Apsorpcija [A] A (%]

[%] [ng/ml]

20 666.66 0.084 0.0759 0.096 0.085 66.64
15 500 0.087 0.086| 0.090 0.08767 65.67
10 333.33 0.104 0.110 0.103  0.10567 58.43
7.5 250 0.138 0.131] 0.116 0.12833 50.00
5 166.65 0.155 0.160f 0.153  0.156 38.97

kontrola | 0.246 0.260 0.26Q 0.25€4 0.2555

Slika 8.18.Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Budva) na inhibiciju OH

radikala
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Tabela 8.19.Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Tivat) na inhibiciju OH

radikal
Masena Radna Inhibicija
koncentracija koncentracija | Apsorpcija [A] A I
[%]
[%] [ng/mi]
20 666.66 0.154 0.161 0.168 0.161 63.32
15 500 0.170 0.170 0.183 0.17433 60.59
10 333.33 0.219 0.215 0.188 0.20733 52.72
7.5 250 0.236 0.232] 0.244 0.238 45.64
5 166.65 0.282 0.276 0.287  0.28167 35.67
kontrola | 0.476 0.470 0.418 0.389 0.43825

Slika 8.19Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Tivat) na inhibiciju OH

radikal
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Tabela 8.20Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Kotor) na inhibiciju OH

radikala
Masena Radna ) - Inhibicija
koncentracija koncentracija | Apsorpcija [A] A [%]

[%] (ng/mi]

20 666.66 0.153 0.147 0.147 0.149 66.28959
15 500 0.163| 0.155 0.15] 0.15633 64.63047
10 333.33 0.205 0.208§ 0.189 0.20067 54.6003

7.5 250 0.224 0.236 0.225  0.22833 48.34087
5 166.65 0.269 0.2777 0.261 0.269 39.14027

kontrola | 0.458 | 0.461] 0.407 0.442 -

150



Slika 8.20.Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Kotor) na inhibiciju OH
radikala
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Tabela 8.21Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (H.Novi) na inhibiciju
OH radikala

Masena Radna . Inhibicija
koncentracija| koncentracija | Apsorpcija [A] A [%]
(%] (ng/mi]
20 666.66 0.145 0.129 0.154 0.14267 64.56983
15 500 0.142| 0.146 0.147 0.145 63.99036
10 333.33 0.171] 0.179 0.159 0.16967 57.86459
7.5 250 0.199] 0.203 0.196 0.19938 50.4971
5 166.65 0.258] 0.246 0.239 0.2476fF  38.49389
kontrola | 0.373] 0.431 0.404 0.40267 --

Slika 8.21.Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (H.Novi) na inhibiciju OH
radikala
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Tabela 8.22.Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Ulcinj) na inhibiciju NO

radikala
Masena Radna _ ] a Inhibicija

koncentracija koncentracija Apsorpcija [A] A [%]
(%] [ng/mi]
30 1000 0.120| 0.119 0.128 0.12233 57.26
25 833.3 0.140| 0.136 0.13p 0.13833 51.70
225 750 0.120 0.110 0.116 0.11533 -
20 666.6 0.167 0.147 0.15f 0.157 45.13
15 500 0.181 0.165 0.17¢6 0.174 39.21

kontrola | 0.342| 0.290| 0.266 0.246 0.286

Slika 8.22.Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Ulcinj) na inhibiciju NO

radikala
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Tabela 8.23Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Bar) na inhibiciju NO

radikala
Masena Radna i} - Inhibicija
koncentracija koncentracija Apsorpcija [A] A [%]

[%] [ug/mi]

30 1000 0.195 0.186) 0.182 0.18767 51.59
25 833.3 0.213 0.211 0.204 0.20933 45.93

22.5 750 0.224 0.215 0.228 0.22067 43.02
20 666.6 0.229 0.211] 0.238 0.22433 42.06
15 500 0.245 0.219] 0.238 0.234 39.52

kontrola 0.458 0.349 0.377 0.36p 0.38725
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Slika 8.23.Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Bar) na inhibiciju NO

radikala
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Tabela 8.24.Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Budva) na inhibiciju

NO radikala
Masena Radna . Inhibicija
koncentracija koncentracija Apsorpcija [A] A [%]

(%] [ng/mi]

30 1000 0.170| 0.169 0.172 0.17033 55.07
25 833.3 0.172| 0.17Q 0.182 0.17467 53.92

22.5 750 0.175| 0.16§ 0.178 0.17367 54.19
20 666.6 0.178| 0.174 0.185 0.179 52.73
15 500 0.188| 0.191 0.201 0.19333 48.98

kontrola | 0438] 0.374] 0.37] 0334 0.37925

Slika 8.24.metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Budva) na inhibiciju NO radikala
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Tabela 8.25Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Tivat) na inhibiciju NO
radikala

Masena Radna . Inhibicija
koncentracija koncentracija Apsorpcija [A] A [%]
[%] [ng/mi]
30 1000 0.143 0.146 0.172 0.1536y  52.97
25 833.3 0.153 0.152 0.218 0.1525 53.08
22.5 750 0.165 0.175 0.214 0.1846} 44.83
20 666.6 0.186 0.175 0.218 0.193 42.85
15 500 0.203 0.205 0.236 0.21467 33.72
kontrola | 0.312| 0.317 0.344 0.45D 0.326

Slika 8.25.Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Tivat) na inhibiciju NO
radikala
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Tabela 8.26Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Kotor) na inhibiciju NO
radikala

Masena Radna ; - Inhibicija
koncentracija | koncentracija Apsorpcija [A] A [%]

[%] [ng/mi]

30 1000 0.120f 0.135 0.158 0.13767 53.88
25 833.3 0.167| 0.160 0.183 0.17 42.96
22.5 750 0.171| 0.178§ 0.215 0.188 37.03
20 666.6 0.192| 0.195 0.229 0.20533 31.11
15 500 0.250| 0.2277 0.258 0.24333 18.54

kontrola 0.360| 0.266] 0.254 0.313 0.29825
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Slika 8.26.Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Kotor) na inhibiciju NO

radikala
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Tabela 8.27Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (H.Novi) na inhibiciju

NO radikala
Masena Radna _ ) . Inhibicija
koncentracija koncentracija Apsorpcija [A] A (%]

[%] [ng/ml]

30 1000 0.114 0.123] 0.132 0.123 53.39
25 833.3 0.112 0.133 0.151 0.132 49.98
225 750 0.144 0.143 0.149 0.14533 44.93
20 666.6 0.180 0.155 0.165 0.16667 36.88
15 500 0.172 0.168 0.178 0.17267 34.65

kontrola | 0.239] 0.242 0.255 0.32D 0.264

Slika 8.27.Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (H.Novi) na inhibiciju NO

radikala
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Slika 8.28.Uticaj BHA na inhibiciju NO radikala
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Slika 8.29.Uticaj BHT na inhibiciju NO radikala
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Tabela 8.28.Uticaj PG na inhibiciju NO radikala

Masena Radna . Inhibicija
koncentracija | koncentracija Apsorpcija [A] A (%]
[%] [ng/mi]
0.125 8.3 0.087| 0.090 0.090 0.089 75.68
0.0625 4.15 0.095 0.100 0.190 0.09833 g
0.031 2.075 0.090 0.090 0.091 0.09033 77.16
0.015 1.037 0.085 0.085 0.084 0.08467 75.47
0.0075 0.518 0.134 0.180 0.190 0.168 54.30
0.0037 0.259 0.270 0.29p 0.304 0.288 21.88
kontrola 0.350, 0.380] 0.372 0.370 0.368
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Slika 8.3Q Uticaj PG na inhibiciju NO radikala
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Slika 8.31 Inhibicija superoksid anjon&Jyrtus communisL. - H.Novi

MY- H.Novi
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Tabela 8.29.Inhibicija superoksid anjon&Jyrtus communis L. - Ulcinj

Masena Radna . Inhibicija
koncentracija koncentracija Apsorpcija [A] A [%]
[%] [ng/mi]
0.015 1 0.049 0.057 0.053 80.65
0.0112 0.75 0.045| 0.051 0.048 82.53
0.0075 0.50 0.048| 0.054 0.051 81.28
0.0057 0.38 0.073| 0.074 0.0745 72.56
0.0037 0.25 0.189 0.15] 0.17 37.65
kontrola | 0.250 | 0.294 0.272
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Slika 8.32.Inhibicija superoksid anjonaylyrtus communis L. - Ulcinj
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Tabela 8.30.Inhibicija superoksid anjon&lyrtus communisL. - Budva

P g B ©O O

Masena Radna Inhibiciia
koncentracija | koncentracija Apsorpcija [A] A o J
0 [%]
[%] [ug/mi]
0.031 2.06 0.043] 0.041 0.040 0.0413] 73.9221
0.015 1.03 0.049| 0.070 0.045 0.0546] 65.5099
0.0075 0.515 0.072 0.068 0.066 0.067 57.7287
0.0037 0.2575 0.13§ 0.066 0.085 0.0896 43.4279
0.00185 0.1287 0.108 0.099 0.114 0.107 32.4921
kontrola ‘ 0.177| 0.151] 0.145 0.161 0.1585 -

Slika 8.33.Inhibicija superoksid anjond]yrtus communisL. - Budva
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Tabela 8.31.Inhibicija superoksid anjon&Jyrtus communis L. — Bar

Masena | Radna ) | Inhibiciia
koncentracija| koncentracija Apsorpcija [A] A (%]
[%] [ng/ml]
0.031 2.06 0.017 0.01p 0.0130.01633| 83.0303
0.015 1.03 0.017 0.033 0.0470.03233| 66.40693
0.0075 0515 | 0059 0.061 0.062.06067 | 36.9697
0.0037 0.2575 | 0.078 0.080 0.08@.08133| 15.49784
0.00185 01287 | 0.0l 0.081 0.07D.08433| 1238095
kontrola 0291 0.000| 0.096 0.100 0.09625| -

Slika 8.34.Inhibicija superoksid anjond]yrtus communis L. — Bar
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Tabela 8.32.Inhibicija superoksid anjon&Jyrtus communis L. - Kotor

T
0.5 1.0

T T T
15 2.0

Masena koncentracija u pg/ml

Masena | ~ Radna ) - | mhibicija
koncentracija| koncentracija Apsorpcija [A] A %]
1% [ug/mi] B
0.031 2.06 0.126 0.136 0.120 0.12733  69.24316
0.015 1.03 0.230 0.20p 0.228 0.221 46.61836
0.0075 0.515 0.221 0.211 0.257 0.22967  44.52496
0.0037 0.2575 0.370 0.398 0.384 7.24638
0.00185 0.1287 0.284 0.341 0.319 0.31467 23.99356
kontrola | 0281 0430 0487 0.45%8 0.414 -
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Slika 8.35 Inhibicija superoksid anjon&)yrtus communis L. - Kotor
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Tabela 8.33.Inhibicija superoksid anjon&Jyrtus communisL. - Tivat

Masena Radna . Inhibicija
koncentracija| koncentracija | Apsorpcija [A] A
[%6]
[%] [ng/mi]

0.031 2.06 0.232 0.256 0.183 0.22367  46.10442

0.015 1.03 0.164 0.140 0.166 0.1566ff 62.249
0.0075 0.515 0.171 0.168 0.176 0.17167 58.63454
0.0037 0.2575 0.169 0.146 0.1%3 0.156 62.40964
0.00185 0.1287 0.322 0.323 0.373 0.33933  18.23293

kontrola | 0.438) 0.422 0.40p 0.400 0.415 -

Slika 8.36.Inhibicija superoksid anjond)yrtus communisL. - Tivat
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Tabela 8.34Uticaj PG na inhibiciju superoksid anjona

Masena Radna . Inhibicija
koncentracija| koncentracija Apsorpcija [A] A
[%]
[%] [ng/ml]
0.0191 1.27 0.07Q 0.072 0.076 0.07267 72.95621
0.00955 0.0635 0.13%5 0.143 0.140 0.13933 48.14539
0.00477 0.03175 0.124 0.170 0.184 0.15983 40.70215
0.00238 0.0158 0.211 0.2Q7 0.1p7 0.19167 28.6689
0.00119 0.00793 0.229 0.215 0.235 0.22683 15.767R7
kontrola | 0.285] 0.260 0.279 0.251 0.26875 --

Slika 8.37. Uticaj PG na inhibiciju superoksid anjona
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Tabela 8.35Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Tivat) na lipidnu

peroksidaciju

Masena Radna . I
koncentracija| koncentracija Ap?orpcua [Al A Inhibicija
ivat, My [%6]

[%] [ng/mi]

10 333.33 0.127 0.116 0.129 0.124 75.34
5 166.67 0.135 0.176 0.174 0.16167 67.84
2.5 83.33 0.273 0.308 0.280 0.287 42.91
1 33.33 0.319] 0.347 0.294 0.32 36.35
0.5 16.67 0.38§ 0.458 0.453 0.43133 14.20

kontrola \ 0.50| 0.493 0.516 0.499 0.50275




Slika 8.38.Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Tivat) na lipidnu

peroksidaciju
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Tabela 8.36.Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Bar) na lipidnu

peroksidaciju

Masena Radna . o
koncentracija| koncentracija Apsoréocua [Al A Inh'oB'C”a
[%) [ug/mi] i ]
10 333.33 0.081 0.081 0.089 0.08367 81.28262
5 166.67 0.148 0.1583 0118 0.1505 66.3311
2.5 83.33 0.188 0.198 0.192 0.19267 56.89784
1 33.33 0.298 0246 0.283 0.2905 35.01119
0.5 16.67 0.330 0.32f 0.321 0.326 27.06935
kontrola | 0.46] 0.439 0.42P 0.470 0.447

Slika 8.39.Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Bar) na lipidnu

peroksidaciju
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Tabela 8.37Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (H.Novi) na lipidnu
peroksidaciju

Masena Radna Apsorpcija [A] - Inhibicija
koncentracija | koncentracija Kotor A [%]

[%] [ng/mi]

10 333.33 0.084| 0.097 0.11p 0.097 75.87065
5 166.67 0.128| 0.123 0.129 0.12667 68.49088

2.5 83.33 0.224| 0.227 0.211 0.22067 45.10779
1 33.33 0.270| 0.243 0.26L 0.258 35.8209

0.5 16.67 0.295| 0.30% 0.326 0.30867 23.21725

kontrola | 0.400] 0.410 0.398 459 0.40267

Slika 8.40.Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (H.Novi) na lipidnu
peroksidaciju
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Tabela 8.38Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Kotor) na lipidnu
peroksidaciju

Masena Radna . _—
koncentracija| koncentracija Apsl?' fIF\JlC'JQ [Al A Inh'oB'C”a
[%) [ug/mi] Nov ]
10 333.33 0.098 0.070 0.078 0.082 81.85841
5 166.67 0.082) 0.092 0.0940.08933| 80.23599
2.5 83.33 0.180 0.219 0.2000.19967 | 55.82596
1 33.33 0.301) 0.320 0.369 0.33 26.99115
0.5 16.67 0.348 0.354 0.3380.34667 | 23.30383
kontrola | 0.45| 0.452 0.455 0.3250.45267
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Slika 8.41.Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Kotor) na lipidnu
peroksidaciju
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Tabela 8.39.Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Budva) na lipidnu
peroksidaciju

Masena Radna Apsorpcija [A] - Inhibicija
koncentracija koncentracija Ulcini A [%]
[%] [ng/mi] : °
10 333.33 0.089| 0.083 0.09F 0.0896[7 79.38697
5 166.67 0.148 0.143 0.158 0.148 65.97701
2.5 83.33 0.241 0.277 0.220 0.246 43.44828
1 33.33 0.301 0.310 0.286 0.299 31.2643)7
0.5 16.67 0.334 0341 0.374 0.3496) 19.61686
kontrola | 0.432] 0422 0453 0435  0.435%

Slika 8.42.Uticaj metanolnih ekstrakabddyrtus communis L. (Budva) na lipidnu
peroksidaciju
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Tabela 8.40Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Ulcinj) na lipidnu

peroksidaciju

Masena Radna Apsorpcija [A] < Inhibicija
koncentracija| koncentracija Budva A [%]
[%] [ng/mi]
10 333.33 0.0960 0.082 0.096 0.08467 79.4996
5 166.67 0.116] 0.132 0.134 0.12733 69.16868
2.5 83.33 0.2100 0.231 0.195 0.217 48.668P8
1 33.33 0.312| 0.312 0.344 0.32267 21.87248
0.5 16.67 0.332 417 0.366 0.349 15.49687
kontrola | 0.39] 0.426] 0.416 93  0.413

Slika 8.43.Uticaj metanolnih ekstrakatdyrtus communis L. (Ulcinj) na lipidnu

peroksidaciju
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Tabela 8.41Uticaj BHT na lipidnu peroksidaciju

Molarna Radna . -
OH koncentracija | koncentracija Apsorbancija [A] A Inh['g']c ha
[mol/dn?] [umol/dn?] .
0.02 66.67 0.064] 0.07) 0.065 0.069 84.03
0.0016 5.33 0.343] 0.357 0.352 0.35] 19.01
0.0012 4.0 0.372] 0.369 0.3g1 0.367 15.16
0.0008 2.67 0.33§ 0.38f 0.386 0.386 10.74
M=220.4 g/mol 0.0006 2.0 0.392 0.397 0.395 0.395 8.85
0.0004 1.33 0.420 0.409 0.416 0.415 4.16
kontrola | 0.455] 0.420] 0.430 0.427 0.43%
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Slika 8.44.Uticaj BHT na lipidnu peroksidaciju
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Tabela 8.42Uticaj PG na lipidnu peroksidaciju

COOCH,CH,CH Molarna Radna
koncentracija koncentracija Apsorbancija [A] A Inhibicija
[mol/dn] [umol/dn?] [%]
HO OH 0.08 266.67 0.110[ 0.103 0.1d5 0.106 72.99
OH 0.06 200.00 0.125] 0.117 0.120 0.1206f7 69.26
0.05 166.67 0.134] 0.130 0.150 0.138 64.84
0.04 133.33 0.174] 0.153 0.172 0.16638 57.62
0.02 66.67 0.215] 0.219 0.190 0.208 47.01
M= 212.20 g/mol kontrola [ 0372] 0417] 0375 0406 0.3925

Slika 8.45.Uticaj PG na lipidnu peroksidaciju
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Slika 8.46.Kalibraciona kriva standardnog rastvora rutina
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Tabela 8.43 Koli¢ina ukupnih flavonoida u metanolnim ekstraktimatenir

. - &i i . Ukupni flavonoidi
Lokalitet A Oc|tancE:$ grafika Razblazenje [mg /1p009 ekstrakta]
Ulcinj 0.219 124.74 4989.6 4.99
Bar 0.164 92.65 3706.0 3.71
Budva 0.192 109.01 4360.0 4.36
Kotor 0.190 107.97 4318.8 4.32
Tivat 0.185 104.94 4197.6 4.20
H.Novi | 0.169 94.45 3776.0 3.78

Slika 8.47. Kalibraciona kriva standardnog rastvora hlorogerigseline
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Tabela 8.44 Koli¢ina ukupnih fenola u metanolnim ekstraktima mirte

. A O¢itano sa . Ukupni fenoli
Lokalitet [nm] grafcika [log c] Razblazenje [mg/logg ekstrakta]

Ulcinj 0.170 1.886 1922.8 1.92
Bar 0.181 1.938 2167.4 2.17
Budva 0.174 1.906 2013.4 2.01
Kotor 0.174 1.906 20134 2.01
Tivat 0.165 1.864 1827.8 1.83
H.Novi 0.197 2.016 2593.8 2.59

Slika 8.48 Kalibraciona kriva standardnog rastvor&‘Fe

R SD N P

209 0.999130.03117 8 <0.0001
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Slika 8.49 Kalibraciona kriva standardnog rastvora askorkargkeline

R SD N P

089 0.99664 0.02556 7 <0.0001 .
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8.3. UV-spektri fenolnih jedinjenja u metanolninséiaktima mirte
dobijeni u toku HPLC-DAD analize

"DADT, 5690 (472 mAU, - ) Ref=1.490 &8.210 of MIRTA-HNOWIDO0E.D

FDADY, 11.276 (540 mAl, - ) Ref=0.743 & 23 262 of MIRTA-HNOWIDDOE.D
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Slika 8.50. UV-spektar komponente Rt 8.69 Slika 8.51. UV-spektar komponente Rt 11.27
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FDADT, 1286032 (120 mAU Up 1) Ref=0.742 £ 23 263 of MIRTA-HNOWIOOOS, D)
mAl
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FDADT, 14.022 (1777 mall Ap) Ref=0.743 £ 23 262 of MIRTAHNOWIDOOE
mall
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*DADT, 17.090 (1377 mAl, - ) Ref=0.743 & 23.263 of MIRTA-HNOWVIODOGE.[
maLl
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Slika 8.52. UV-spektar komponente Rt 12.50 Slika 8.53.UV-spektar komponente Rt 14.02

"DADA, 15.867 (107 mAl, - ) Ret=15.633 & 21,650 of MIRTA-ULCINJODZ.D

mAll
120 o

100 o

T T T T T T T T T
220 240 260 280 200 320 240 FE0 280 nm

Slika 8.54. UV-spektar komponente Rt 17.09 &8ib4. UV-spektar komponente Rt 15.96
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"DADT, 17.087 (1336 mAY, - ) Ref=15.633 & 21,660 of MIRTA-ULCINJODZ.D
FLADT, 25,450 (1.3 mAU,Up1) Ref=28.023 & 34676 of MIRTA-HNOVIODOG, _
mau 4 mAU
56 1200 -
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800
a0 ]
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Slika 8.55. UV-spektar komponente Rt 28.45  Slika 8.56. UV-spektar komponente Rt 17.08
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Skracenice analiti¢kih tehnika

GC-MSD - gasnha hromatografija sa
spektrometrijskom detekcijom masa
HD - hidro destilacija

HPLC-DAD- te&na hromatografija
visokim pritiskom sa UV detekcijom
NMR - spektrometrija nuklearno magnetne
rezonanse

AcOH - siketna kiselina

BHA — butilovani hidroksi-anisol

BHT — butilovani hidroksi-toluol

pod

DPPH - 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal
EDTA — etilen-diamin-tetrastetna kiselina
EtOAcC — etil-acetat

Biohemijske skracenice

ADP — adenozin-difosfat

ATP — adenozin-trifosfat

Cat - katalaza

CMP - citozin-monofosfat

CoA — koenzim A

cyt - citohrom

DFR - dihidroflavonol-reduktaza
DHLA — dihidroliponska kiselina
DMAPP — dimetilalil-difosfat

DNK — deoksi-ribonukleinska kiselina
EPSP-sintetaza - 3-fosfoSikimat-1-
karboksivinil-transferaza

FAD - flavin-adenin-dinukleotid

F3'H — flavonoid-3’-hidroksilaza
F3'5'H — flavonoid-3’,5'-hidroksilaza
F3BH — flavanon-3B-hidroksilaza

FLS — flavonol-sintetaza

FMN - flavin-mononukleotid

FPP — farnezil-difosfat

FSI — flavon-sintetaza |

FSIl — flavon-sintetaza Il

GAP — gliceraldehid-3-fosfat

GGPP - geranil-geranil-difosfat

Glc — glukoza

Glu — glutaminska kiselina

GPP - geranil-difosfat

GPx — glutation-peroksidaza

GR - glutation-reduktaza

GSH - glutation

GSSG - glutation (oksidovani)

3GT - 3-glukozil-transferaza

2-HID — 2-hidroksi-izoflavanon-dehidrataza
2-HIS — 2-hidroksi-izoflavanon-sintetaza

TLC- tankoslojna hromatografija
UV — ultraljubiasti deo spektra
VIS — vidljivi deo spektra

Skracenice hemikalija i rastvaraca

NEDA -
dihidrohlorid

PG — propil-galat
TBA — 2-tiobarbiturna kiselina
TCA — trihlorsietna kiselina

N-(1-naftil)-etilendiamin-

t-BOOH - terc-butilhidroperoksid

HMG-CoA — 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA
HSCoA — koenzim A (u slobodnoj formi)
IFS —izoflavon-sintetaza

IPP — izopentenil-difosfat

o-KG - a-keto-glutarna kiselina

o-LA — a-liponska kiselina

LDL - lipoprotein male gustine

LH — lipid

LOOH - lipid-hidroperoksid

LP — lipidna peroksidacija

MtDNK — DNK mitohondrija

MVA — mevalonska kiselina

NAD?* - nikotin-adenin-dinukleotid
(oksidovani oblik)
NADH - nikotin-adenin-dinukleotid

(redukovani oblik)

NADP"* — nikotin-adenin-difosfat (oksidovani
oblik)

NADPH - nikotin-adenin-difosfat (redukovani
oblik)

NRP — ne radikalski proizvod

P, — neorganski fosfat

PLA - fenilalanin-amino-liaza

PR — neorganski difosfat

Px — peroksidaza

RNK - ribonukleinska kiselina

ROS - reaktivne kiseatrie vrste

RSC — skevindZer kapacitet

SOD - superoksid-dizmutaza

TAL — tirozin-amino-liaza

TMI — joni prelaznih metala

o-TOH —a-tokoferol

XOD - ksantin-oksidaza



UNIVERZITET U NOVOM SADU
PRIRODNO-MATEMATICKI FAKULTET
KLJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA

Redni broj:

RRB
Identifikacioni broj:
IBR

Tip dokumentacije:
TD

Tip zapisa:

TZ

Vrsta rada:

VR

Autor:

AU

Mentor:

MN
Naslov rada:

NR

Jezik publikacije:
JP

Jezik izvoda:

Ji

Zemlja publikovanja:
ZP

UZe geogr. podrdje:
UGP

Godina:

GO

lzdava¢:

1z

Mesto i adresa:

MA

Fizi¢ki opis rada:

FO
Nauéna oblast;
NO

Naucna disciplina:
ND

Predmetna odrednica/kljuéne reti:

Monografska dokumentacija
Tekstualni Stampani materijal
Doktorska disertacija

DuSan Bugarin

Dr Neda Mimica-Duki,red.prof. PMF-a
u Novom Sadu

Antioksidantni, antibakterijski i antimutageni
potencijal vrste

Myrtus communis L. iz Crne Gore

Srpski (latinica)

Srpski/engleski

Republika Srbija

AP Vojvodina

2009.

Autorski reprint

Novi Sad, Trg Dositeja Obradaa 3

Broj poglavlja: 8. Strana 172 Lit.citata 286.
Tabela 40. Slika 50. Priloga 56.

Hemija

Biohemija

Myrtus communis L., etarska ulja, biljni fenoli,

antioksidanti, slobodni radikali, DPPH, OH, NO,



PO
gDK
Cuva se:

Cu
Vazna napomena:

VN
Izvod:

4

O?, ksantin oksidaza, lipidna peroksidacija,
amtibakterijsko delovanje, antimutageno
delovanje

Biblioteka Departmana za hemiju, PMF, Trg
Dositeja Obradovia 3, Novi Sad

Ispitivanja hemijskog sastava etarskih ulja i
ekstrakata izvedena su na vigyrtus communis

L. sa pet lokaliteta iz Crne Gore. Pored toga,
ispitana je njihova antioksidantna aktivnost u
razli¢itim in vitro sistemima kako bi se utvrdio

uticaj pomenutih ekstrakata i etarskih ulja na
neutralizaciju DPPH, NO, OHO? radikala, kao

I njihov uticaj na lipidnu peroksidaciju u

lipozomima i inhibiciju enzima ksantin-oksidaze.
Takade, ispitana je i antibakterijska aktivnost
etarskih ulja i ekstrakata ove vrste na 9
bakterijskih sojeva, kao i njihov antimutageni
potencijal na bakterijskom sofascherichia coli

IC 202.

Datum prihvatanja teme od strane NN véa: 26.02. 20009.

DP

Datum odbrane:

DO

Clanovi komisije:

(nauéni stepen/ime i prezime/
zvanje/fakultet)

KO

Predsednik:

Mentor:

Clan;
Clan:

Clan:

2010.

Dr Ksenija Kuhajda, red. prof. PMFR+ Novom Sadu

Dr Neda Mimica-Duki red. prof. PMF-a u Novom
Sadu

Dr Boza Pal, red. prof. PMF-a u Novond$a
Dr Branka Vukov-G&'i¢, red. prof. BioloSkog
fakulteta u Beogradu
Dr Milan Popow, red. prof. Poljoprivrednog fakulteta u
Novom Sadu



UNIVERSITY OF NOVI SAD
FACULTY OF SCIENCES

KEY WORDS DOKUMENTATION

Accession number:
ANO
Identification number :
INO

Document type:
DT

Type of record:
TR

Contens code:

CcC

Author:

AU

Mentor:

MN
Title:

T

L anguage of text:

LT

L anguage of abstract:
LA

Country of publication:

CP

L ocality of publication:

LP

Publication year:
PY

Publisher:

PU

Publishing place:
PP

Physical description:

PD

Scientific field:

SF

Scientific discipline:
SD

Monograph type

Printed text

PhD Thesis

DuSan Bugari

Dr Neda MimiBaki¢, Full Professor,
Faculty of Sciences, University of Novi
Sad
Antioxidant, antimicrobial and
antimutagenic potencial of tiMyrtus
comunisL.
Serbian (latin)
Serbian/english
Republic of Serbia
AP Vojvodina
2009.

Author’s reprint

Novi Sad, Trg Dositeja Obradaa 3

Chapters: 8. Pages 172 References 286.

Tables 40. Pictures 50. Additional lists
56.

Chemistry

Biochemistry



Subject/key word:

uc
Holding data:

HD

Note: -
N
Abstract:

AB

Accepted by scientiffic board on:
ASB

Deffended:

DE

Thesis defend board:

(degr ee/name/sur nameltitle/faculty)
DB

Chairperson:

Mentor:

Member:

Member:

Member:

Myrtus communis L., essential oils, plant
phenolic, antioxidants, free radicals,
DPPH, OH, NO, &, xantin-oxidase,
lipid peroxidation, antibacterial activity,
antimutagenic activity

Department of Chemistry (library),
Faculty of Sciences, Trg Dositeja
Obradovéa 3, Novi Sad

In this tessis the chemical analysis of the
essential oils and methanolic extracts
from five plant samples ofMyrtus
communis L., collected from different
localities in Montenegro, have been
investigate. Beside that, their antioxidant
activity in differwntin vitro systems has
been study to establish their scavenging
potential towards DPPH, NO, OH, and
O” free radicals, as wel as their effects
on lipid peroxidation in liposoma and
inhibition enzyme XOD. Also, the
antibacterial activity of the essential oils
and methanolic extract has been study on
9 bacterial strains, as wel as their
antimutagenic effects on bacterial strain
E. Colli IC202.

26.02.20009.

2010.

Dr Ksenija Kuhajda, Full Professor,
Faculty of Sciences, University of Novi
Sad
Dr Neda Mimica-Duki, Full Professor,
Faculty of Sciences, University of Novi
Sad
Dr Boza Pal, Full Professor, Faculty of
Sciences, University of Novi Sad
Dr Branka Vukow-G&i¢, Full
Professor, Faculty of Biology, University
of Belgrade
Dr Milan Popowé, Full Professor,
Faculty of Agriculture, University of
Novi Sad



DuSan Bugarin je ren 27. 10. 1978. godine u Bijelom Polju.
Osnovnu Skolu i gimnaziju, opSteg smjera, “Miloje
DobraSinow”, zavrSio je u Bijelom Polju. Prirodno-
matemaiiki fakultet, odsjek biologija, smjer diplomirani
biolog, upisao je 1997. godine u Podgorici. Diploai je
2003. godine sa prosjeom ocjenom 8,83. Iste godine upisao
je poslediplomske studije na Prirodno-matettkatm fakultetu

u Novom Sadu, smjer hemija, odsjek biohemija, bpi sve

ispite predviiene planom i programom sa pr@sjem ocejnom
9,14. Od 2005. godine zaposlen je u Srednjoj¢atiuSkoli u Bijelom Polju na poslovima
profesora biologije. U toku svog nmo-istraZzivakog rada, objavio je u koautorstvu nekoliko

nawnih radova i saopStenja na datima i medunarodnim kongresima.

Novi Sad 07.12.20009. DuSan Bugarin



