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1. UVOD

Jedan od najvecih izazova u savremenoj medicini predstavlja utvrdivanje etiologije i pronalaZenje efikasne
terapije brojnih akutnih i hroni¢nih obolenja. Problemi konvencionalnog lecenja Cesto se manifestuju
slabijom efikasnoSc¢u terapije jednog obolenja jednim lekom, umanjenim terapeutskim efektom lekova pri
duZoj upotrebi ili pojavom sporednih, neZeljenih dejstava. Zbog toga su u svetu i danas veoma aktuelna
istrazivanja Ciji je cilj otkrivanje novih i efikasnih prirodnih lekova biljnog porekla. Tradicinalni pristup
lecenju narocito je razvijen u Aziji, Africi, Latinskoj Americi kao i srednjoj 1 isto¢noj Evropi, gde, po nekim
procenama, oko 80% populacije i dalje koristi biljke kao primarni tretman (Diallo ef al. 1999; Salama and
Marraiki 2010; El-Haci et al. 2013). Danasnja in vitro i in vivo ispitivanja aktivnih metabolita biljaka
zasnovana su ha naucnim principima savremene farmakologije. Budu¢i da ispitivanja fitopreparata i biljnih
ekstrakata moraju zadovoljiti sve zakonske regulative koje se odnose i na konvencionalne lekove,
istrazivanja u ovoj oblasti su veoma kompleksna, a put do finalnog biljnog leka veoma dug. Sa druge strane,
prepoznaje se znacaj pravilne ishrane u cilju prevencije mnogih bolesti i uvodi se pojam funkcionale hrane
(koja pored nutritivnih vrednosti ima i potencijalno protektivno dejstvo na zdravlje), pa se poslednjih
decenija akcenat stavlja na detaljna hemijska i biohemijska ispitivanja onih biljaka koje se prvenstveno
koriste u ishrani.

U cilju procene potencijala posmatrane biljne vrste kao terapeutskog agensa ili funkcionalne hrane, znacajnu
ulogu imaju (pored in vitro i in vivo ispitivanja bioloSke aktivnosti) i fitohemijska ispitivanja, odnosno
detaljno kvalitativno i kvantitativno odredivanje sadrZaja sekundarnih biomolekula. S obzirom da pojedine
klase jedinjenja karakteriSe i specificna bioloSka ili farmakoloSka aktivnost (npr. fenoli su snaZni
antioksidanti, antrahinoni su laksativi i sl.), dokazivanje njihovog prisustva znacajno je pri odabiru biljnih
vrsta za ispitivanje odredenog terapeutskog dejstva. Pored toga, podaci o hemijskom sastavu sekundarnih
biomolekula biljnih vrsta mogu imati izuzetan hemotaksonomski znacaj u odredivanju filogenetskih odnosa
izmedu razlic¢itih taksona, pa fitohemijska ispitivanja imaju znacaj i na tom polju istraZivanja.

Niz in vitro 1 in vivo ispitivanja potvrdilo je bioloSki potencijal sekundarnih metabolita biljaka. Tako su, na
primer, epidemioloske studije pokazale da upotreba namirnica bogatih polifenolima moZe da smanji rizik
nastajanja hroni¢nih inflamatornih bolesti i da ima znacajan uticaj u prevenciji nastanka mnogih teSkih
hroni¢nih obolenja iniciranih slobodnoradikalskim procesima i1 disbalansom ravnoteze produkcije slobodnih
kiseoni¢nih radikala (ROS) i mehanizama antioksidantne zaStite. Primena biljnih ekstrakata kao kompleksnih
smesSa velikog broja supstanci koje deluju sinergisti¢ki nalazi posebno mesto u terapiji bolesti uzrokovanih
mikroorganizmima, jer jednocelijski organizmi teZe mogu razviti rezistenciju prema smeSi viSe jedinjenja
(koja su obi¢no strukturno veoma razli¢ita) nego prema jednoj aktivnoj komponenti, kao $to je to slucaj u
konvencionalnoj terapiji antibioticima i antimikoticima. Isto tako, karakterizacija i/ili izolovanje bioloski
aktivnih metabolita prisutnih u velikom broju jo§ nedovoljno ili sasvim neispitanih vrsta, pruZa neiscrpne
mogucénosti pronalaZenja novih prirodnih supstanci i njihovog modifikovanja (Sassi et al. 2007; Cushnie and
Lamb 2005).

ITako je flora Srbije izuzetno bogata i raznovrsna (sa 3662 biljne vrste od kojih je 700 izdvojeno kao lekovite)
samo 10% biljnih vrsta je oficinalno registrovano kao lekovito bilje (Daji¢ 2001). Zbog toga je evidentna
potreba za detaljnim i sistematskim istraZivanjima novih lekovitih sirovina u Srbiji i regionu.

Po brojnosti vrsta jedna od znacajnijih porodica u florama vec¢ine zemalja je i familija Polygonaceae, sa
nizom vrsta o ¢ijem sastavu i bioloskim aktivnostima nema dovoljno literaturnih podataka. Zbog toga su u
okviru ove doktorske disertacije predvidena detaljna ispitivanja hemijskog sastava (fenolnog profila) i
bioloskih aktivnosti (antioksidantna, anti-inflamatorna i antimikrobna) petnaest do sada nedovoljno ispitanih
vrsta podfamilije Polygonoideae. Pregledom literaturnih podataka utvrdeno je da pojedine vrste ove
podfamilije (Polygonum bistorta, Polygonum aviculare, Rumex acetosa, R. acetosella, R. crispus i R.
patientia) imaju dugogodiSnju upotrebu u tradicionalnoj medicini u Italiji, Bugarskoj i Bosni i Hercegovini
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(Leporatti and Ivancheva 2003. i Sarié-Kundali¢ er al. 2010), ali mnoge vrste se koriste i u ishrani. Svakako
najpoznatija vrsta ovog roda, koja se uzgaja i koristi kao funkcionalna hrana, je heljda (Fagopyrum
esculentum). Prema navodima autora Grli¢a (Grli¢ 1986), veliki prizemni listovi samoniklog bilja roda
Rumex upotrebljavaju se kao ukusno lisnato povrée. Takode, Persicaria hydropiper je veoma zastupljena kao
zacinska biljka u mnogim azijskim zemljama. Medutim, i pored toga, u literaturi nedostaju podaci o
hemijskom sastavu i bioloSkim aktivnostima mnogih vrsta podfamilije Polygonoideae sa naSeg podneblja.

Polaze¢i od Cinjenice da su biljke familije Polygonaceae znacajan izvor biljnih fenola, pogotovo flavonoida i
antrahinona, koji ispoljavaju brojne bioloSke i farmakoloske aktivnosti, izvedena je hipoteza da su ove biljne
vrste interesantne kao potencijalne lekovite sirovine. Sa druge strane, evidentni problemi taksonomije
pojedinih rodova ove familije, naroCito u svetlu nedavno redefinisanih filogenetskih odnosa prvenstveno
roda Polygonum (Burke and Sanchez 2011; Sanchez et al. 2011), otvaraju Siroki prostor za detaljne
hemosistematske analize ovih vrsta. Zbog toga su osnovni zadaci ove doktorske disertacije bili usmereni na
sistematska hemijska i biohemijska ispitivanja odabranih vrsta podfamilije Polygonoideae.

Sakupljeno je 15 biljnih vrsta koje se prema najnovijoj taksonomskoj klasifikaciji mogu razvrstati u 5
razli¢itih rodova podfamilije Polygonoideae:

— vrste roda Rumex grupisane u tri podroda: (a) Rumex: R. patientia, R. crispus, R. obtusifolius, R.
balcanicus i R. alpinus; (b) Acetosa: R. acetosa; (c) Acetosella: R. acetosella (sa dve podvrste: subsp.
acetoselloides 1 subsp. multifidus).

— vrste roda Polygonum: P. aviculare i P. maritimum

— vrstu roda Bistorta: B. officinalis

— vrste roda Persicaria: P. amphibia, P. hydropiper, P. lapathifolia i P. maculosa

— vrstu roda Fagopyrum: F. esculentum

Biljni materijal je sakupljen sa osam Sirih regiona centralnog i zapadnog Balkana (FruSka gora 1 teritorija
Novog Sada, centralna i juZzna Srbija, Makedonija i Crna Gora) i ukupno 53 lokaliteta. Pripremljeni su
ekstrakti herbi 1 rizoma, koji su podvrgnuti hemijskoj analizi primenom spektrofotometrijskih i
hromatografskih tehnika (LC-DAD-MS i LC-MS-MYS) u cilju metaboli¢kog profilisanja, ali i biohemijskim
testovima. Odabirom nekoliko razli¢itih model sistema za merenje antioksidantne aktivnosti (neutralizacija
DPPH radikala, redoks kapacitet - FRAP test, skevindZer aktivnost prema superoksidanjon radikalu, NO
radikalu i OH radikalu, kao i inhibicija lipidne peroksidacije) procenjen je antioksidantni potencijal
ekstrakata, dok je za procenu njihove antiinflamatorne aktivnosti koriS¢en potencijal inhibicije biosinteze
medijatora inflamacije u humanim trombocitima (kao model sistemu). Mikrobioloska ispitivanja su
obuhvatila odredivanje potencijala ovih vrsta u inhibiciji rasta serije gram pozitivnih i gram negativnih
sojeva batkerija. Konacno, uradena je analiza korelacije hemijskog sastava, bioloske aktivnosti i pripadnosti
taksonomskim grupama.
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2. OPSTI DEO

2.1 PODFAMILIJA POLYGONOIDEAE

Naziv familije Polygonaceae izveden je iz grckih reci poly - mnogo i gonos ili gony - koleno, zbog uocljivih
mnogobrojnih kolenastih zadebljanja - ¢lanaka na stablu ovih biljaka, koja podse¢aju na zglobove. Familija
Polygonaceae A.L. de Jussieu 1789, sa oko 40-50 rodova i oko 800-1200 opisanih vrsta (Cronquist 1988;
Villar 1990; Lamb Frye and Kron 2003; Heywood et al. 2007; Takhtajan 2009), po brojnosti vrsta ¢esto je
jedna od dominantnih porodica u florama ve¢ine zemalja, naro€ito severne hemisfere (Heywood et al. 2007).
Problem u floristickim i taksonomskim istraZivanjima jeste nereSen broj i status njenih pojedinih
subkategorija. Razlog tome leZi u razli¢itim nemultidisciplinarnim pristupima strukturi same porodice, njenoj
diverzifikaciji na podporodice i tribuse, najéeS¢e baziranoj na jednovrsnom tipu karaktera. Tradicionalni
(morfoloski) pristup unutarfamilijarnoj podeli, najéeSe je baziran na morfologiji i organizaciji cvetnog
omotaca (Sestodelni/petodelni), obliku i broju prasnika i tu¢kova; poziciji cvasti (vr$no postavljene/u pazuhu
listova ili polaze iz rukavca), (Cronquist 1988; Villar 1990; Lamb Frye and Kron 2003; Takhtajan 2009).

Za razliku od tradicionalnog pristupa novija istraZivanja (fokusirana prvenstveno na filogenetske odnose u
okviru familije Polygonaceae) intrafamilijarnu diverzifikaciju potkrepljuju rezultatima ispitivanja tri regiona
genoma hloroplasta (matK, ndhF, rbcL), jednog regiona jedarne DNK (nrITS), ali i gena LEAFY (Lamb Frye
and Kron 2003; Sanchez and Kron 2008; Sanchez et al. 2009; Sanchez et al. 2011; T. M. Schuster et al.
2011). Njihovi dosada$nji rezultati doprineli su boljem razumevanju evolutivnih odnosa infrafamilijarnih
taksona, tako da je uspostavljena nova intrafamilijarna podela (Burke and Sanchez 2011), kao i podela na
tribuse tipicne podporodice (Sanchez et al. 2011). Znacajan doprinos u rasvetljavanju evolutivnih i
filogenetskih odnosa dali su rezultati istraZivanja molekularne filogenije ove grupe (S. T. Kim and Donoghue
2008; S.-T. Kim and Donoghue 2008; Galasso et al. 2009). Savremena klasifikacija podrazumeva podelu
familije Polygonaceae na tri podfamilije: Eriogonoideae Arn., Polygonoideae Eaton, i Symmerioideae
Meisn. (Burke and Sanchez 2011), a unutar podfamilije Polygonoideae izdvajaju se pet tribusa - Rumiceae,
Polygonoideae, Persicarieae, Fagopyreae i Calligoneae, uz tri nerazvrstana roda Eskemukerjea, Oxygonum, i
Pteroxygonum (Sanchez et al. 2011), Slika 2-1. Podfamiliju Polygonoideae karakteriSu dve rano odvojene
klade-podklade i to monofiletski tribus Persicariae koji iskljucuje rod Fagopyrum Mill. i druga klada koja
obuhvata ostale taksone ove podfamilije (Slika 2-1).

Tradicionalni pristup klasifikaciji ove familije zadrZan je i u Flori Srbije gde je obuhvaceno Sest rodova sa 43
vrste (Slavni¢ 1972), da bi u kasnijim revizijama bili uvedeni novi infraspecijski oblici ve¢ obradenih vrsta
(Gaji¢ 1977; BoZa and Vasi¢ 1986; Dikli¢ and Nikoli¢ 1986; Stamenkovi¢ 1986) kao i jedna nova vrsta R.
confertus Willd. (Dikli¢ and Nikoli¢ 1986). Odbor za floru SANU je u koncepciji preradenog izdanja Flore
Srbije predloZio novi pristup obradi ove porodice (Anackov, pers. com.). Navedene izmene u tradicionalnoj
taksonomiji prihvacene su i pri pisanju ove doktorske disertacije te je biljni materijal vrsta rodova Rumex i
Polygonum sakupljen u periodu od 2009. do 2011. godine, nakon pregleda novije literature razvrstan u pet
rodova i Cetiri tribusa podfamilje Polygonoideae, Slika 2-2.
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2.1.1 TRIBUS RUMICEAE Dumort., Fl. Belg.: 17. 1827

Tribus Rumiceae, jedini je takson unutar podfamilije Polygonoideae koji je i nakon skoraSnje
resistematizacije na osnovu plastidnih markera, ostao nepromenjen po broju rodova (Sanchez 2011), ¢ime se
potvrduje njeno monofiletsko poreklo i koherentnost priznata od ranije (Dammer 1893; Gross 1913; Jaretzky
1925; Haraldson 1978; Brandbyge 1993). Obuhvata Cetiri roda: Emex, Oxyria, Rheum, Rumex; sa oko 260
vrsta. Od drugih tribusa Polygonoideae razlikuje se po cvetovima, kruni¢ni listi¢i se rasporeduju u dva kruga
sacinjena od po 4 ili 6 listi¢a (retko pet).

2.1.1.1 Rod Rumex L. 1753

Od lat. rumo - sisati (sisanjem listova moZe se u ekstremnim uslovima smanjiti Zed) (Mosyakin 2005;
Yasmin 2009), ili od lat. Rumex - hitac, jer list ima oblik strele (Slavni¢ 1972). Obuhvata oko 200 vrsta, koje
karakteriSe prisustvo racemozne ili metlicaste cvasti, cvetni omotac sadrZi 6 listova rasporedenih u dva kruga
od kojih unutrasnji prerastaju u valve posle oplodenja, kao i u rubno zadebljanje oko oraSice (Yasmin 2009).
Evropske vrste roda Rumex klasifikovane su u tri/Cetiri podroda koji su uglavnom i danas u upotrebi:
Acetosella Raf., Acetosa (Mill.) Rech. f., Rumex L. (Lapathum Meissn.) i Platypodium (Willk.) Reich. fil.
(Akeroyd 1996b). Iako opSteprihvacena, ova teza je 1 osporavana zbog izuzetnog broja vrsta koje svojim
karakterima zauzimaju subinfragenericki status izmedu podrodova Acetosa i Acetosella.

2.1.1.1.1 Podrod Rumex

Rumex patientia 1. 1753 subsp. orientalis (Bernh.) Danser 1924: uspravna, preko 1 m visoka, razgranata,
zeljasta viSegodiSnja biljka, vretenastog korena i slabo brazdastog stabla. Listovi su malo mesnati, zeleni,
goli ili fino maljavi, valovitog ili nazubljena oboda, Siroko kopljasti do linearni. Donji listovi su odsecene
osnove, gornji su suZeni u dr§ku. Cvast je gusta metlica, sastavljena od prSljena, manje ili viSe pribliZenih.
Cvetne drske su dva puta duZe od plodnog omotaca, gore zadebljale, u donjoj tre¢ini kolenaste. Valve Siroko
srcaste po obodu cele ili opnaste, sa mrezZastom nervaturom; samo jedna valva je sa bradavicom (rede i sve
tri valve). OraSica je oStrog vrha, preko 3 mm duga. StaniSte: na livadama i Sikarama na vlaZnoj, bogatoj
podlozi. Siroko rasprostranjena na teritoriji R. Srbije (Slavni¢ 1972).

Rumex crispus L. 1953 subsp. crispus: uspravna, do 1 m visoka, slabo razgranata viSegodi$nja biljka, neSto
odrvenela, sa jakim vertikalnim korenom, sa golim, brazdastim ponekad smedim, slabo lisnatim stablom.
Listovi su pomalo mesnati, peteljka i liska su jednake duZine (oko 30 cm), donji listovi su kopljasti, gornji
linearni. Cvetni pr§ljenovi u rastresitim metlicama. Cvetovi dvopolni do 2 puta kra¢i od cvetnih drski. Valve
su jajaste, srcaste, cela ili fino nazubljena oboda i sa mreZastom nervaturom; bradavice znatno krace od
valvi, okruglasto vretenaste, smede boje. StaniSte: vlaZna mezofilna staniSta u travnoj ili ruderalnoj
vegetaciji. U uZoj Srbiji i Vojvodini opste rasprostranjena vrsta (Slavni¢ 1972).

Rumex obtusifolius 1. 1753: uspravna, do 1 m visoka, u gornjem delu granata viSegodis$nja zeljasta biljka,
granatog, policefalnog rizoma i brazdastog, zelenog ili crvenkastog stabla. Listovi su jajasti do kopljasti, po
obodu celi, okrugle ili srcaste osnove, samo se najgornji listovi suZavaju u peteljku. Cvast je metlica
sastavljena od mnogocvetnih, medusobno udaljenih prSljenova. Cvetovi su dvopolni, pri osnovi sa
kolenastim peteljkama koje su do dva i po puta duZe od samih cvetova. Valve su oko 4 mm duge, jajaste, po
obodu retko, oStro zupcaste i nejasno mreZaste nervature. Bradavice prisutne na jednoj, na dve ili na sve tri
valve, medusobno jednake ili razliCite. OraSica je oko 3 mm duga, zaoStrenog vrha. StaniSte: po svetlim
Sumama i livadama, ali i kao ruderalna biljka oko naselja sve do 2000 m visine. Siroko rasprostranjena na
teritoriji R. Srbije (Slavni¢ 1972).

U okviru ove disertacije ispitane su dve podvrste: Rumex obtusifolius L. 1753 subsp. obtusifolius i Rumex
obtusifolius L. 1753 subsp. subalpinus (Schur.) Celak.

Rumex balcanicus Rech. fil. 1934: uspravna, 60-120 cm visoka, do cvetanja negranata viSegodiSnja zeljasta
biljka debelog, crnog korena i pri osnovi zadebljala, gore tanko brazdasto prugasta stabla kratkih internodija.
Listovi sa beli¢astim ohreama, mesnati, glatki, goli, donji klinaste osnove, objajasto-kopljasta oblika, na
drSkama, gornji retki, uZzi, skoro sedeci. Cvast bezlisna, Cesto bledoroza, zbijena, sa uspravnim, Cesto
izduZenim i ponovo granatim cvetnim granama. Cvetne glomerule bogate, donje medusobno udaljene, gornje
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zbijene. Cvetne drSke duZe od cvetova, pri osnovi kolenaste, pri vrhu zadebljale. Spoljasnji listovi perijanta
jajasto kopljasti, tupi; unutrasnji s bradavicama, opnasti, skoro srcasto elipti¢ni, po obodu celi. Cvetovi Cesto
usled nepotpunog razvoja poligamni. Plod oko 3 mm dug, sa oba kraja zaSiljen. StaniSte: na vlaZnim
staniStima, u predalpijskom pojasu. Rasprostranjena u centralnoj Srbiji i na Kosovu (Slavni¢ 1972).

Rumex alpinus L. 1753: uspravna, granata, 1-2 m visoka viSegodi$nja biljka, Zutog debelog korena i mo¢nog
granatog, policefalnog, horizontalno puzeéeg podzemnog stabla. Nadzemni izdanak duboko brazdast,
ljubicastozelen ili smedezelen, samo u pocetku slabo fino maljav. Ohree velike, trubicaste, lisne dr§ke donjih
listova uZljebljene; liske donjih listova jajasto kopljaste sa duboko srcastom osnovom. Gornji listovi suZeni u
drsku. Cvetni pr§ljenovi sabrani u bogato granatu metlicu. Cvetovi su dvopolni, donji su Zenski. Cvetne
drske duge, u donjoj polovini ¢lankovite. Cvetni omota¢ zelenkast, skupljen, valve krupne, oko 5 mm duge,
srcaste ili jajaste, ljubiCaste ili crvenkaste, koZaste, sa mreZastom nervaturom i bez bradavica. OraSica oko 3
mm duga, sjajna, otvoreno smeda. StaniSte: na mestima gde se zadrZava stoka, oko toriSta i pastirskih koliba
u predplaninskom pojasu. Rasprostranjena u centralnoj, isto¢noj, zapadnoj i jugozapadnoj Srbiji i na Kosovu
(Slavni¢ 1972).

2.1.1.1.2 Podrod Acetosa (Miller) Rech. fil.

Rumex acetosa L. 1753 subsp. acetosa: uspravna, do 1 m visoka, gola ili fino dlakava viSegodi$nja dvodoma
biljka kratkog granatog rizoma i brazdastog stabla. Donji listovi na drSci, strelaste osnove i kopljastog oblika,
srednji postepeno suzeni u drsku, donji sede¢i. Ohree po obodu nazubljene ili ponekad sa koncastim resama.
Cvetovi su jednopolni, u prSljenima, sa ¢lankovitom cvetnom dr§kom. Valve su srcasto-jajaste sa
poluloptastim mesnatim bradavicama. OraSica je tamno smeda, zaSiljena. Biljka ima kiseo ukus. Staniste:
mezofilne livade, ragirena od ravniarskih krajeva sve do planinskog pojasa. Siroko rasprostranjena u uZoj
Srbiji, u Vojvodini i na Kosovu (Slavni¢ 1972).

2.1.1.1.3 Podrod Acetosella (Meissner) Rech. fil

Rumex acetosella 1.. 1753: uspravna ili uzdignuta, obi¢éno manje od 50 cm visoka viSegodiSnja dvodoma
biljka sa pojedinacnim ili busastim brazdastim, granatim, ponekad crvenkastim stablima. Svi listovi su glatki
ili fino dlakavi, Cesto crvenkasti. Ohree su zaSiljene u kopljaste vrhove celog ili resi¢astog oboda. Donji
listovi su usko strelasti, na dugim drSkama sede¢i, linearno kopljasti. Cvetovi su jednopolni na ne¢lankovitim
peteljkama. Listi¢i perianta su svi pravi, valve bez bradavica. OraSica duza od Sirine, trostrana, otvoreno
smeda. StaniSte: na livadama ili jo§ ¢eS¢e na neobraslim mestima, preteZno nesto suvljim mestima, do u
planinski pojas. OpSte rasprostranjena na celoj teritoriji Srbije, Vojvodine i Kosova (Slavni¢ 1972).

Dve podvrste ispitivane su u ovoj disertaciji: Rumex acetosella L. 1753 subsp. acetoselloides (Balansa) den
Nijs 1984 i Rumex acetosella L. 1753 subsp. multifidus (L.) Arcangeli 1882.

2.1.2 TRIBUS POLYGONEAE Rchb., Fl. Germ. Excurs. 2(2): 563, 568. 1832

Obuhvata Sest rodova Atraphaxis, Fallopia, Knorringia, Muehlenbeckia, Polygonum [ukljuC. Polygonella], i
Reynoutria, sa oko 135 vrsta. U okviru tribusa Polygoneae postoje tri glavne klade, koje ukazuju na
evolutivnu srodnost slede¢ih taksona: (1) Knorringia, (2) Atraphaxis i Polygonum (incl. Polygonella), i (3)
Fallopia, Muehlenbeckia, i Reynoutria (Sanchez et al. 2011). Morfoloski karakteri koji izdvajaju rod
Polygonum su neupadljive nektarije u osnovi perigona, cvetni omota¢ od 4-5 spiralno rasporedenih, pri
osnovi spojenih, listi¢a (Sanchez ef al. 2011).

2.1.2.1 Rod Polygonum

Rod Polygonum sensu lato od vremena kada ga je opisao Linne 1753, pretrpeo je najdrastiCnije promene s
obzirom da su pojedine vrste uklju¢ivane u nove rodove Persicaria (L.) Miller i Bistorta Adanson. Prema
flori Severne Amerike, danaSnji rod Polygonum, obuhvata 65 vrsta uklju¢uju¢i nekoliko hibrida i
polimorfnih kompleksa (Costea et al. 2005; T. M. Schuster ef al. 2011) kao i ranije izdvajani rod Polygonella
(Sanchez et al. 2011). Rezultati filogenetskih analiza omogucdili su reaktivaciju rodova Persicaria i Bistorta
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koji su dugi niz godina ukljuceni u Polygonum. Danas, rod Polygonum sensu stricto ukljuCuje vrste sa
parcijalno postavljenim cvetovima u pazuhu listova (Galasso et al. 2009).

Vrste ovog roda koje smo uspeli da sakupimo na terenima tokom 2009-2012. godine, obuhvataju dve biljke:
P. aviculare i P. maritimum.

Polygonum aviculare L. 1753 subsp. aviculare: zeljasta jednogodi$nja biljka, uzdignute stabljike, duZine 20-
40 cm. Listovi su jajasto kopljasti do kopljasti, oStra vrha. Cvetne grane su do kraja olistale. Cvetiéi su
smeSteni u pazuSnim grupama od po 1-6. Cvet je petodelan; cvetni omota¢ je do polovine (ili skoro do
osnove) usecen. Prasnika ima od 5-8, a Zigova obi¢no 3. Plod je oraSica, trostrana, pri vrhu obi¢no zaSiljena,
mrke boje, sjajne ili nesjajne, glatke ili hrapave povrSine. MoZe biti potpuno zatvorena u perijantu ili samo

.....

Vojvodini (Slavni¢ 1972).

Polygonum maritimum L. 1753: viSegodiSnja zeljasta biljka sa zadebljalim rizomom. Stabljika je duZine 10-
50 cm, polegla, razgranata i zadebljala. Listovi duZine 5-25 mm, uski i elipti¢ni, zaSiljeni, zelenkastoplavi,
postaju tamniji suSenjem, ivice su Cesto uvijene ka unutra. Ohree su crvenkasto-braon u osnovi sa §-12
naglasenih razgranatih nerava. U donjem delu stabla ohree su srebrnaste, prozirne, duZe od internodija.
Cveti¢i su ruZicasti ili belicasti, pojedninacni ili u uglovima grana po 2-4, brakteje su listolike. OraSica je

......

uz more. Rasprostanjena je na obalama Atlantskog okeana, Mediterana i Crnog mora, na severu sve do Irske
(Akeroyd 1996a).

2.1.3 TRIBUS PERSICARIEAE Dumort., Fl. Belg.: 17. 1827.

Obuhvata pet rodova Aconogonon, Bistorta, Koenigia, Persicaria, Rubrivena, sa oko 180 vrsta. Clanovi
novoopisanog tribusa Persicarieae (Sanchez et al. 2011), su prema tradicionalnoj klasifikaciji bili ukljuceni u
tribus Polygoneae, a najviSe ovih rodova izdvojeno je iz roda Polygonum sensu lato (osim Koenigia).
PredloZeno je nekoliko potencijalnih sinapomorfa (Galasso et al. 2009) za takson Persicarieae, i to: listi¢i
perigona imaju izraZena tri nerva, a prasnici nisu izduZeni. Upadljive nektarije koje su u formi dlacica ili
papila prisutne kod vrsta roda Persicaria za razliku od roda Polygonum (perigonalno tkivo), povezane su sa
evolutivnim promenama vezanim za opraSivanje kod vrsta roda Persicaria. Tako nekoliko botanicara
svrstava rod Fagopyrum u tribus Persicarieae, na osnovu molekularnih podataka, jasno je podrZana zasebna
evolutivna grana ovih taksona, Slika 2-1. Tribus Persicarieae ¢ine dve podklade, rod Persicaria predstavlja
jednu, dok drugu kladu grade rodovi Aconogonon, Bistorta, Koenigia, i Rubrivena (Sanchez and Kron 2008;
Galasso et al. 2009).

2.1.3.1 Rod Bistorta Adans.

Rod Bistorta obuhvata oko 50 vrsta kosmopolitske rasprostranjenosti (Heywood et al. 2007). Oblik lista kao
i specifiCna grada lisnih drSki u smislu prisustva ili odsustva krilaca na njima je glavni karakter za
razdvajanje, posebno juznoevropskih vrsta (Delipavlov et al. 2003). Naziv roda je kombinacija dve latinske
reci bi i tortus, sa znaCenjem dvostruko uvrnut, Sto se odnosi na karakteristi¢an oblik rizoma prisutan kod
nekih vrsta (Freeman and Hinds 2005; Yasmin 2009).

Bistorta officinalis Delarbre 1800 (syn: Polygonum bistorta): zeljasta, viSegodiS$nja, planinska biljka.
Uspravna, nerazgranata, busenasta, visine do 1 m. Stabljike su gole i debele. Ohree su gole ili dlakave,
providnog vrha, bez resa. Listovi su na licu goli, a na nali¢ju dlakavi ili sa voStanom navlakom. Donji listovi
su dugi, trouglasto-kopljasti, skoro odrezane ili suZene osnove. NajviSi listovi su usko linearni, sedeci. Cvast
je vrsni klas; valjkast ili ovalan. Cvetni omotac je roza boje, petodelni, do osnove usecen. Ima 8 prasnika, tri
stubica sa glavicastim Zigovima. OraSica je trostrana, oStrih ivica. Viri iz cvetnog omotaca, glatka je i sjajna.
Staniste: na vlaZnim livadama ili oko voda; rede u Sumama. Rasprostranjenost u R. Srbiji: u centralnoj,
zapadnoj, jugozapadnoj Srbiji i na Kosovu (Slavni¢ 1972).
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2.1.3.2 Rod Persicaria Mill.

Rod Persicaria je varijabilan rod sa oko 120 opisanih vrsta (Yasmin et al. 2010). Unutar roda Persicaria
izdvojeno je nekoliko karaktera koji uspesno determiniSu vrste ili grupe vrsta. Neki od poznatih karaktera
tipa - tamne fleke na povrsini listova, duZine lisnih drski itd. nisu dovoljno izraZeni i taksonomski precizni za
uspeSno razdvajanje vrsta. Kao kljucni karakter za razdvajanje vrsta roda Persicaria izdvaja se oblik i
veli¢ina rukavca (ohree), a naro€ito njen rub tj. prisustvo ili odstustvo kao i duZina treplji ruba rukavca
(Delipavlov et al. 2003).

Persicaria amphibia (L.) Delarbre 1800 (syn: Polygonum amphibium): zeljasta, viSegodiSnja biljka, dugog
tankog korena i dvojakih stabala. Stabla u vodi su duga i do 3 m, dlakava. Ohree na vodenim biljkama su
gole. Listovi koji plivaju su krupni, elipti¢ni ili izduZeni, goli. Oni listovi koji se razvijaju u vazduhu su
izduzeni ili kopljasto linearni, dlakavi i Zlezdasti. Klasovi su izduZeni ili valjkasti, debeli, gusti. Kod
potopljenih biljaka se za 10-tak cm izdiZu iznad povrSine vode. Cvetne drske su sasvim kratke. Cvetni
omotac je roza ili crvene boje, do dna je petodelan. Imaju 5 prasnika i obi¢no 2 Ziga. OraSica je potpuno
obavijena cvetnim omota¢em. Ona je soCivastog oblika, sjajna, glatke ili sitno tackaste povrSine. StaniSte: u
plitkim staja¢im ili sporo teku¢im vodama (ili njihovim obalama). Ponekad i1 po vlaznim njivama.
Rasprostranjenost: rasirena u svim vodama Vojvodine, i uZoj Srbiji (Slavni¢ 1972).

Persicaria _hydropiper (L.) Delarbre 1800 (syn: Polygonum hydropiper): zeljasta jednogodiSnja biljka,
uzdignuta, oko 0,5 m visoka. Ljutkastog je ukusa. Cesto je ve¢ od same osnove granata. Stablo je zeleno,
ponekad sa crvenkastim prstenovima pod kolencem i tankim, valjkastim ¢lancima. Iz kolenca se skoro po
pravilu razvijaju adventivni koreni. Listovi su goli, po obodu trepljavi. Na liski su providne sitne Zlezde, i po
jedna velika mrlja u obliku U. Gornji listovi su kopljasti, skoro sede¢i, donji su izduZeno jajasti, zaSiljnog
vrha. Ohree su opnaste, na gornjem kraju sa kratkim resama. Cvast je sastavljena iz vr$nih i pazusnih klasova
(samo u gornjem delu su sa listovima). U klasovima su proredeni cvetovi u grupicama od po 1-3. Cvetne
drSke su najpre krace, a potom duZe od ohrea. Cvetni omotac je 4-5 delan, samo do polovine srastao. Zeleno
crvenkast, sa Zlezdama. Prasnika je obi¢no 6 i 2 Ziga. OraSice su zatvorene u perijantu, hrapave povrSine,
smede boje, trostrane ili oblika soCiva. StaniSte: na obalama stajacih ili sporo teku¢ih voda, na vlaznim
mestima po livadi, kraj puteva, kanala, ili kao korov u vlaznim okopavinama. Rasprostranjenost u Srbiji:
naretko raSirena u celoj Vojvodini, ima je u svim delovima Srbije (severna, centralna, isto¢na, juZna i
jugozapadna) i na Kosovu (Slavni¢ 1972).

Persicaria lapathifolia (L.) Delarbre 1800 subsp. lapathifolia (syn: Polygonum lapathifolium): zeljasta,
jednogodisnja biljka, prava, uzdignuta ili polegla, preko 0,5 m dugacka. Obi¢no granata. Stablo je zeleno ili
crvenkasto, u donjem delu zadebljalo. MoZe da bude golo, ili retko dlakavo. Ohree su opnaste, gole, na
gornjem kraju sa sasvim sitnim resama. Listovi su izduZeni, jajasti ili kopljasti, na vrhu zaSiljeni, pri dnu
suzeni u drSku. Sa donje strane su Zlezdasti. Delimi¢no su grubo dlakavi. Cvasti su po tipu klasovi, debeli,
gusti, Zlezdasti, obi¢no malo povijeni. Cvetni omotac je 4-delni, do osnove usecen. Ima 6 praSnika, i 2 Ziga.
OraSica je zatvorena u cvetni omotac, oblika so€iva ili trostrana ili dvostrana udubljenih strana. Lako je
okriljena i glatka. StaniSte: vlaZzna staniSta; Cesta je kao korov u okopavinama, strnikama i luceriStima.
Rasprostranjenost u R. Srbiji: Siroko je rasprostranjena u ¢itavoj zemlji. Brojni su i varijeteti ove vrste
(Slavni¢ 1972).

Persicaria maculosa S. F. Gray 1821 (syn: Polygonum persicaria): zeljasta jednogodiSnja biljka, prava,
uzdignuta ili polegla. Obi¢no granata. Stablo je zeleno, ali vrlo ¢esto kasnije postaje crvenkasto. Iznad
zadebljalih kolenaca, ¢lanci su primetno proSireni. Ohree su uske i po nervima i na gornjem kraju resaste.
Lisne drske, a delom i liska, obrasli su grubim poleglim dlakama. Liska je izduZena do kopljasta, zaSiljenog
vrha, a osnova se suzava u peteljku. Cesto se na gornjoj strani liske nalazi mrlja. Cvast je u vidu gustog
klasa, valjkastog ili izduZeno valjkastog. Cvetovi su u grupama od po 1-3. Cvetni omotag, roza ili crveni, je
skoro do osnove petodelan. Prasnika ima obi¢no 6, a Ziga od 2-3. OraSica je ponekad nepotpuno zatvorena
periantom, trostrana ili oblika soCiva, fino tackasta. StaniSte: vlaZna mesta u otvorenoj mocvarnoj ili
korovskoj vegetaciji. OpSte rasprostranjena biljka na teritoriji R. Srbije (Slavni¢ 1972).
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2.1.4 TRIBUS FAGOPYREAE Yonek. In Iwatsuki & Al., Fl. Jap. 2a: 132. 2006.

Pozicija roda Fagopyrum u odnosu na ostale rodove Polygonum sensu lato ukazuje da se radi o
monofiletskoj grupi, sestrinskoj grupi Persicariae, od koje se izdvaja znacajnim procentom i izraZenom
heterogenos¢u (Slika 2-1) (S. T. Kim and Donoghue 2008; Sanchez et al. 2009). Za razlikovanje taksona
Fagopyrum 1 Polygonum, uz anatomske karaktere kao Sto su: krunicoliki perigon ¢iji listi¢i nisu srasli, 8
prasnika izduzenih filamenata, tri kratka i povijena stubica i plod koji je trouglast u preseku i da poseduje
kljunasti izraStaj, koriS¢ena je i morfologija polena (Decraene and Akeroyd 1988). Rezultati genomske
analize autora (Lamb Frye and Kron 2003) takode su doprineli da se razjasne filogenetski odnosi u okviru
Polygonum senso lato, i da se klada Fagopyrum izdvoji izvan klade Polygonum.

2.1.4.1 Rod Fagopyrum Mill.

Naziv roda Fagopyrum izveden je iz latinske reci fagus - plaza i gréke reci pyrus - pSenica (Freeman and
Hinds 2005). Ukljucuje oko 20 vrsta, od kojih su dve gajene: Fagopyrum esculentum Moench. i Fagopyrum
tataricum (L.) Gaertn. (Yasmin 2009).

Fagopyrum esculentum Moench 1794: biljka visine 15-60, ali i do 100 cm, glatka ili sa dla¢icama, postaje
crvenkasta sa sazrevanjem. LiS¢e je do 7 cm duZine i 6 cm Sirine (obi¢no neSto duZi nego S§iri), celi ili
valoviti, tamno zeleni, donji listovi su na drSkama, a gornji sede¢i. Grane centralnog stabla su kratke,
kompaktne sa dugackim drSkama cvasti. Cvetni listi¢i su 3-4 mm, zelenkastobeli, ponekad sa ruzi¢astom
nijansom ili potpuno roze boje. OraSica je 5-6 mm, tamno braon boje, sa glatkim povrSinama i zaSiljenim
krajevima. Ranije se intenzivno gajila kao Zitarica u vecini zemalja Evrope, osim na krajnjem severu (Webb
1996).

Na slici (Slika 2-3) su prikazane fotografije ispitivanih vrste podfamilije Polygonoideae.
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2.2 HEMIJSKI SASTAV ISPITIVANIH VRSTA PODFAMILIJE POLYGONOIDEAE

Procenjuje se da se u svakoj biljnoj jedinki sintetiSe od 5000-20000 primarnih i sekundarnih biomolekula, od
koji je vecina prisutna samo u tragovima. Sve biljke proizvode sekundarne biomolekule i skladiSte najcesce
nekoliko dominantnih klasa jedinjenja nastalih odgovarajuéim biosintetskim putevima. Zbog toga je
uobicajeno da se pri fitohemijskim analizama susre¢emo sa kompleksnim smeSama jedinjenja koja se
razlikuju od jedne do druge biljne vrste, pri ¢emu su Ceste i intraspecijske razlike (Wink 2011). Proucavanje
prisustva ili odusustva sekundarnih biomolekula, ili postojanja karakteristicnih supstitucija u okviru
odgovarajué¢e klase biomolekula, moZze doprineti razjasnjavanju filogenetskih odnosa izmedu razli¢itih
taksona, najc¢eS¢e na nivou rodova, s obzirom da njihova biosinteza zavisi od ekspresije gena odgovornih za
sintezu odredenih enzimskih sistema u biljkama.

Za vrste podfamilije Polygonoideae karakteristi¢no je prisustvo znacajnog broja fenolnih jedinjenja i to iz
klase flavonoida, fenolnih kiselina, kondenzovanih tanina, antrahinona, naftalenskih struktura i stilbena. Ove
klase jedinjenja razlikuju se prema svom biogenetskom poreklu koje se odvija razli¢itim biosintetskim
putevima: putem Sikimske kiseline, acetogeninskim putem, ili kombinacijom ovih puteva.

2.2.1 BIOSINTEZA FENOLNIH JEDINJENJA

2.2.1.1 Bisinteza putem Sikimske kiseline:

Jedan od nacina biosinteze aromati¢nih struktura (Cestih kod sekundarnih biomolekula) odvija se preko
Sikimatnog puta. U ovom putu izmedu ostalih metabolita nastaju i aromati¢ne aminokisline (L-Tyr, L-Phe,
L-Trp) esencijalne i za Zivotinjski svet, koji ne poseduje enzimske sisteme za ovu biosintezu. Fenilalanin 1
tirozin, imaju C6-C3 tj. fenilpropansku jedinicu, koja predstavlja osnovni skelet u strukutri mnogih prirodnih
proizvoda: cimetnih kiselina, flavonoida, kumarina, lignana, ali i hinonskih struktura itd. Centralni
intermedijer ovoga biosintetskog puta jeste Sikimska kiselina. Utvrdeno je da su mnoge prostije fenolne
strukture: galna kiselina, p-aminobenzoeva kiselina produkti sporednih grana Sikimatnog biosintetskog puta
(Dewick 2009).

Biosintetski put Sikimske kiseline, prikazan na slici (Slika 2-4), zapocinje kondenzacijom (po tipu aldolna
kondenzacija) fosfoenolpiruvata (PEP) i D-eritroza-4-fosfata (intermedijera glikolitickog puta i pentoza
fosfatnog ciklusa, respektivno); koja vodi formiranju sedmougljeni¢nog intermedijera, 3-deoksi-D-arabino-
heptuluzonske kiseline-7-fosfata (DAHP). Eliminacija fosforne kiseline iz DAHP vodi¢e formiranju prvog
karbociklicnog proizvoda, 3-dehidrohinskoj kiselini (3). Ova viSefazna enzimska reakcija katalizovana je
enzimom 3-dehidrohinat sintazom, uz NADH kao koenzim. Dehidratacijom, a zatim i redukcijom ovog
proizvoda preko intermedijera 3-dehidroSikimske kiseline, nastaje Sikimska kiselina (5), aktivno$¢éu enzima
Sikimat-3-dehidrogenaze (E-4), kako je prikazano na shemi, Slika 2-4.Bo¢nim grananjem ovog puta
aktivnoS$¢u odgovarajucih enzima formiraju se proste fenolne kiseline protokatehinska (19), odnosno galna
kiselina (20).

Znacajan intermedijer daljeg racvanja Sikimatnog biosintetskog puta jeste horizminska kiselina (8). Nakon
fosforilacije Sikimske kiseline u ATP zavisnoj enzimskoj reakciji, sledi reakcija sa jo§ jednim molekulom
PEP (po tipu adicija-eliminacija), koja preko intermedijera S-enolpiruvil Sikimat-3-fosfata (7) vodi nastanku
horizminske kiseline, sukcesivnim katalitickim delovanjem Sikimat kinaze (E-5), ESPS sintaze (E-6) i
horizmat sintaze (E-7). Claisenovim premeStanjem horizmat prelazi u prefenat (9) (katalizom pomocu
horizmat mutaze), koji se konacno prevodi u C6-C3 gradivne blokove, L-fenilalanin (11) ili L-tirozin (22).
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Slika 2-4 Biosinteza aromaticnih jedinjenja putem Sikimske kiseline. Jedinjenja: 1) D-eritroza-4-fosfat; 2) DAHP (2a - hemiketalni oblik); 3) 3-dehidro-hininska kis; 4) 3-dehidro-sikimama kis; 5)
Sikimatna kis; 6) 3-fosfo-sikimatna kis; 7) 3-fosfo-5-enolpiruvil-sikimatna kis (EPSP); 8) horizminska kis; 9) prefenska kis; 10) fenil-pirogroZdana kis; 11) L-fenilalanin; 12) cimetna kis; 13) p-kumarna
kis; 14) kafena kis; 15) ferulna kis; 16) 5-hidroksi-ferulna kis; 17) sinapinska kiselina; 18) hininska kis; 19) protokatehinska kis; 20) galna kis; 21) p-hidroksifenil-pirogroZdana kis; 22) L-tirozin.

Enzimi: E1) DAHP sintaza (aroF, aroG, aroH); E2) 3-dehidrohinat sintaza (aroB); E3) 3-dehidrohinaza (aroD); E4) Sikimat dehidrogenaza (aroE); E5) Sikimat kinaza (aroL); E6) EPSP sintaza

(aroA); E7) horizmat sintaza (aroC); ES8) prefenat dehidrataza; E9) fenilpiruvat aminotransferaza; E10) fenilalanin-amonijak lijaza; E11) cinamat 4-hidroksilaza; E12) hinat dehidrogenaza; E13) 3-
dehidrosikimat dehidrataza; E14) prefenat dehidrogenaza; E15) 4-hidroksipiruvat aminotransferaza (Dewick 2009)
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Deaminacijom L-fenilalanina, uz enzim fenilalanin-amonijum-lijazu (PAL), nastaje prva struktura
fenilpropana, E-cimetna kiselina, a potom i p-kumarna kiselina, iz koje reakcijama hidroksilacije i metilacije
moZe da nastane Citav dijapazon fenilpropanskih stuktura (sa razli¢itim modifikacijama na aromati¢nom
prstenu), kod visih biljaka. p-Kumarna kiselina moZe da nastane i enzimskom modifikacijom L-tirozina, ali
samo kod biljaka familije Poaceae i veéine gljiva.

Hidroksicinamati u svojoj aktivnoj formi (vezani za koenzim A) mogu biti supstrati u reakcijama produzetka
bocnog niza sa malonil -CoA pri ¢emu nastaju flavonoidne strukutre; ili u reakcijama redukcije daju
hidroksicinamil alkohole, kao prekursore lignina ili grade estre i amide hidroksicinamata (npr. klasa
hlorogenskih kiselina — estri kafene i hinske kiseline, itd.).

Sa sheme, Slika 2-4, moZe da se uoci da je horizminska kiselina (8) mesto racvanja ka putu nastanka i nekih
hinonskih struktura (23). Sukcesivnim reakcijama (Slika 2-5) nastaju izohorizmat (3), 2-sukcinil-benzoat (6),
a zatim i aktivirani acil-koenzim A, koji zatvaranjem prstena vodi nastajanju dvocikli¢nog intermedijera, 1,4
dihidroksi-2-naftalenske kiseline. Za uvodenje i treceg prstena u ovom metabolickom putu, potrebno je
vezivanje aktivirane CS5 jedinice, dimetilalil priofosfata (9).
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Slika 2-5 Sinteza naftalenskih jedinjenja. Jedinjenja: 1) horizminska kis; 2) 2-oksoglutarna kis; 2a) sukcinski semialdehid; 3)
izohorizminska kis; 4) 2-sukcinil-5-enolpiruvil-6-hidroksi-3-cikloheksen-1-karboksilna kis. (SEPHCHC); 5) 2-sukcinil-6-hidroksi-
2,4-cikloheksadien- 1-karboksilna kis. (SHCHC); 6) o-sukcinil-benzojeva kis. (OSB); 7) OSB-CoA; 8) 1,4-dihidroksi-2-naftalenska
kis; 9) poliizoprenil PP; 10) menahinon-n (vitamin K). Enzimi: El) izohorizmat sintaza (menF); E2) 2-sukcinil-5-enolpiruvil-6-
hidroksi-3-cikloheksen-1-karboksilat sintaza (menD); E3) 2-sukcinil-6-hidroksi-2,4-cikloheksadien-1-karboksilat sintaza (menH);
E4) o-sukcinilbenzoat sintaza (menC); ES5) o-sukcinilbenzoil-CoA sintetaza (menkE); E6) 1,4-dihidroksi-2-naftoil-CoA sintaza
(menB); E7) tioesteraza; ES8) 1,4-dihidroksi-2-naftoat fitiltransferaza (menA); E9) demetilmenahinon metiltransferaza (menG, ubiE),
(Dewick 2009)
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2.2.1.2 Biosinteza flavonoida

Biosintetski put flavonoida je najistaZeniji put sinteze sekundarnih biomolekula biljaka. Shematski prikaz
ovog biosintetskog puta i moguc¢i krajnji proizvodi prikazani su na shemi, Slika 2-6.
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Slika 2-6 Biosinteza flavonoidnih jedinjenja. Jedinjenja: 1) 4-kumaroil-CoA; 2) malonil-CoA; 3) halkon; 4) naringenin; 5)
aromadendrin  (dihidrokemferol); 6) leukopelargonidin; 7) pelargonidin; 8) pelargonidin-3-glukozid; 9) taksifolin
(dihidrokvercetin); 10) leukocijanidin; 11) cijanidin; 12) cijanidin-3-glukozid; 13) ampelopsin (dihidromiricetin); 14)
leukodelfinidin; 15) delfinidin; 16) delfinidin-3-glukozid; 17) kemferol; 18) kvercetin; 19) miricetin.Enzimi: E1) halkon sintaza
(CHS); E2) halkon izomeraza (CHI); E3) flavanon 3-hikroksilaza (F3H); E4) dihidroflavonol 4-reduktaza (DFR); ES) antocijanidin
sintaza (ANS); E6) flavonol-3-O-glukotransferaza (UF3GT); E7) flavonoid 3'-hidroksilaza (F3'H); ES8) flavonoid 3'5'-hidroksilaza
(F3'"5'H); E9) stilben sintaza (STS); EI0) aureuzidin sintaza;, El1) izoflavon sintaza (IFS); EI12) flavon sintaza (FS); EI3)
leukocijanidin reduktaza (LCR); E14) flavonol sintaza (FLS), (Grotewold 2006)

Enzimi, obeleZeni na shemi (Slika 2-6), ukljuceni u biosintezu flavonoida proistekli su iz razli¢itih
enzimskih sistema primarnog metabolizma, ukljuuju¢i membranske citohrom P450 hidroksilaze, 2-
oksoglutarat zavisne dioksigenaze, dehidrogenaze/reduktaze kratkog lanca, O-metiltransferaze i
glikoziltransferaze, nakon $to su regrutovani na nove funkcije u toku evolucije (Grotewold 2006).
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Biosinteza u ovom sintetskom putu zapoc€inje produzavanjem bo¢nog niza p-kumarinske kiseline (aktivirane
koenzimom A), u reakciji sa aktiviranim C-2 jedinicama (iz 3 molekula malonil-CoA); katalizovanog halkon
sintazom (E1). Ovom pocetnom reakcijom kombinuju se gradivni blokovi dva biosintetska puta: Sikimatnog
i acetogeninskog, a nastaje osnovni skelet flavonoida sa C15 atoma (C6-C3-C6). Nastali naringenin-halkon
poseduje monohidroksilovani B-prsten Sto je takode karakteristika svih flavonoida. Ciklizacija halkona
enzimom halkon-izomerazom (E2) vodi nastanku flavanona naringenina, i to izomeru sa S-kofiguracijom na
novonastalom C-2 hiralnom centru. U zavisnosti od prisutnih enzimskih sistema, ovaj put se dalje ra¢va
prema biosintezi (flavona, flavonola, flavan-4-ola, antocijanina i izoflavonoida, aktivnos¢u flavanon-2-
hidroksilaze, flavon sintaze II, flavon sintaze I, flavanone-3-hidroksilaze, flavonoid 3’-hidroksilaze,
flavanone-4-reduktaze, 1 izoflavon-sintaze) dihidrokemferola aktivnoS¢u flavanon-3-hidroksilaze, ili
formiranju flavona aktivnoS¢u flavonsintaze, odnosno izoflavona u prisustvu enzima izoflavon sintaze.
Dihidroflavonol reduktaza (DFR) vodi formiranju leukoanotcijanidina iz kojih se biosintetiSu antocijanidini.
Delovanjem flavonoid 3* i 37,5 hidroksilaza (F3'H, F3°5°H), iz klase citohrom P450 enzima, nastaju
razlicito supstituisani flavonoidni biomolekuli (Grotewold 2006).

Delovanjem metilaza, acetiltransferaza i glikoziltransferaza mnogostruko se umnoZava diverzitet ove klase
biomolekula, a broj izolovanih i okarakterisanih flavonoida iz biljnog sveta porastao je do sada na oko 6500
jedinjenja (Wink 2011).

Na shemi Slika 2-6, prikazano je racvanje puta prema sintezi stilbena, koji nastaju delovanjem stilben-
sintaze (halkon-sintazi srodnog enzima). Procijanidini, izolovani iz pojedinih vrsta podfamilije
Polygonoideae (Spencer et al. 2007; Cong et al. 2012; Olschliger et al. 2008), su kompleksna klasa oligo- i
polimernih flavonoidnih jedinjenja izgradenih iz monomernih flavan-3-ola (npr. katehina, epikatehina,
galokatehina, epigalokatehina, afzelehina, epiafzelehina itd.). Ovi razli¢iti flavan-3-oli mogu biti povezani
kolaventim vezama preko 4—6 ili 4—8 C-atoma (tada spadaju u B-tip oligomernih procijanidina), ili preko
etarskog mosta (A-tip oligomera). Stepen polimerizacije, stereohemija interflavanskog povezivanja i
stereohemija gradivnih blokova je veoma raznolika. Mnogi od ovih proantocijanidina dodatno mogu biti
supstituisani vezivanjem galne kiseline, siréetne kiseline itd.

Za pojedine vrste podfamilije Polygonoideae (npr. Rumex acetosa, Rumex acetosella, P. aviculare i
Fagopyrum esculentum) znacajna je biosinteza flavona, apigenina i luteolina, i njihovih O- i C-glikozida
(Kato and Morita 1990; Kawasaki et al. 1986; H.-J. Kim et al. 2011; Smolarz 2002b) . Klju¢na uloga u
biosintezi C-glikozida jeste na enzimu flavanon-2-hidroksilazi iz citohrom P450 familije enzima (B put na
shemi, Slika 2-7). Delovanjem ovog enzima nastaje 2-hidroksiflavanon koji je u ravnoteZi sa intermedijerom
otvorenog srediSnjeg prstena (dibenzoil metanom, 4b) koji je zapravo supstrat za C-glikozil-transferazu i
nakon enzimske transformacije nastaju 2-hidroksiflavanon C-glikozidi u razli¢itim formama (5, a-c).
Dehidratacija ovih formi vodi nastanku flavon-6-C- i 8-C-glikozida.

A B
R’ R!
| O HO. o O R HO OOH R? HO OH R’
B ——— —_— —_—
O O O Rz
0o OH O OH O OH o o
halkon 1
E1 . R
Gle Glc
Q) oo o]
HO O o‘ R? HO O o R
Glc

OH O OH o OH o o OH O

2 5¢c

|2 l |
1 1 1
0 94 o L
GlcO O o‘ 2 HO O o‘ R2 HO O o‘ R

Glc
OH O OH O OH O
3 6 7

Slika 2-7 Biosinteza glikozilflavona u biljkama. A) Jedinjenja: 1) flavanon; 2) flavon; 3) flavon-7-O-glukozid; Enzimi: EI) flavon-
sintaza (FNS); E2) O-glikozil-transferaza (OGT). B) Jedinjenja:4a) 2-hidroksiflavanon; 4b) forma sa otvorenim prostenom; 5a-c) 2-
hidroksiflavanon C-glukozidi; 6) flavon-6 C-glukozid; 7) flavon-8 C-glukozid Enzimi: E3) C-glukoziltransferaza (CGT). (Brazier-
Hicks et al. 2009)
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U vedini visih biljaka, flavoni se biosintetiSu iz nekonjugovanih intermedijera aktivno$¢éu flavon-sintaze
(FNS), put A (Slika 2-7). Dve nezavisne klase ovih enzima postoje, od kojih je jedna po tipu reakcije
citohrom P-450 oksidaza meSovite funkcije, a druga po mehanizmu reakcije pripada dioksigenazama
(Brazier-Hicks et al. 2009; Du et al. 2010). Cinjenica da u pirinéu i pSenici postoje i O- i C- glikozilovani
flavoni, sugeriSe da ove Zitarice koriste viSestruke biosintetske puteve u biosintezi sekundarnih metabolita.
Za vrstu Oryza sativa, utvrdena je ekspresija gena i za flavon-sintazu (tipa dioksigenaze), kao i za OsCGT
(C-glikozil transferaza izolovana iz pirinca).

Vezivanjem Se¢erne komponente povecava se rastvorljivost flavonoidnih molekula, a ¢esto se pospeSuje i
stabilnost molekula. Ovaj nacin derivatizacije molekula je stoga naro€ito bitan za transport i skladiStenje
flavonoida u vakuolama ili ¢elijskom zidu (Grotewold 2006). Od Secernih komponenti nadenih u vrstama
podfamilije Polygonoideae, istie se prisustvo glukuronida, zatim glukoze, galaktoze, metilovanog derivata
glukoze - ramnoze, pentoze arabinoze, a Ceste su i disaharidne kombinacije: rutinoza (glukozil-ramnoza), di-
ramnoza, glukoza-arabinoza, kao i galoilovani glukozid. Acilovanje flavonoida, karakteristicno je za
pojedine vrste podfamilje Polyogonoideae (kako je navedeno u Poglaviju 2.2.2).

2.2.1.3 Biosinteza ciklicnih poliketida

Distribucija antrahinona specifi¢na je za ne tako velik broj biljnih familija (Polygonaceae, Rhamnaceae,
Fabaceae, Rubiaceae, Hypericaceae, Scrophulariaceae, Asphodelaceae i Liliaceae), prema danaS$njim
saznanjima (Wink 2011). U biljkama familije Polygonaceae, biosintetiSu se antrahinonska jedinjenja sa
karakteristicnim supstitucijama u oba prstena (A i C), i to cikli¢nim poliketidnim putem (Fairbairn and
Mubhtadi 1972; Leistner 1971; Dewick 2009). Klju¢na faza u ovoj biosintezi jeste nastanak reaktivnog poli-f-
keto estra (1,2) u reakciji 3 puta ponovljene Claisen-ove kondenzacije jednog molekula acetil-CoA 1 7
molekula malonil-CoA. Za ovu fazu odgovoran je enzim poliketid sintaza, koji kontroliSe veci broj
strukturnih modifikacija na osnovnom poliketidnom lancu, narocito fazu redukcije. Enolizacijom
hipotetickih intermedijera (1; 2, Slika 2-8), uz uvodenje kiseonika (nepoznat mehanizam) u centralni prsten
nastaje karakteristic¢an trocikli¢ni proizvod, endokrocin. Dekarboksilacijom koja je olakSana usled prisustva
susedne fenolne hidroksilne grupe, nastaje emodin (12). O-metilacija emodina vodi nastanku fisciona (13).

Pri biosintezi hrizofanola (4), vr$i se redukcija uz gubitak jedne hidroksilne grupe. Iz hrizofanola
sukcesivnom oksidacijom metil grupe nastaje aloe-emodin (5; hidroksimetil grupa), a zatim i rein (6;
karboksilna grupa). Navede faze hidroksilacije, glikozilacije i metilacije oznacavaju se kao post-poliketid-
sintazne modifikacije.
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Slika 2-8 Biosinteza antrahinona ciklicnim poliketidnim putem. Jedinjenja: 1) i 2) poliketidni nizovi; 3) hrizofanol antron; 4)
hrizofanol; 5) aloe-emodin; 6) rein; 7) atrohrizon-karboksilna kis; 8) endokrocin antron; 9) endokrocin; 10) atrohrizon; 11) emodin
antron; 12) emodin; 13) fiscion. Enzimi: E1) emodin antron sintaza; E2) emodin antron oksigenaza (Dewick 2009)

Iz intermedijernih antrona, jednoelektronskom oksidacijom pra¢enom kuplovanjem dva sistema, mogu
nastati diantronske strukture. Oksidacija se deSava direktno na benzilnoj metilenskoj grupi, ili preko
fenolnog tautomera antrona, antranola (Slika 2-9). Glikozilacija antronskih sistema vodi nastanku
senozidima sli¢nih produkata koji su glavni principi laksativnih preparata izolovanih iz srodnih vrsta Cassia
senna i Cassia angustifolia.
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Slika 2-9 Nastanak aktivnih principa laksativnih preparata sene. Jedinjenja: 1) rein antron; 2) rein antranol; 3) rein diantron
(senidin A/B); 4) senozid A/B (Dewick 2009)

17



Emilija Sviréev

222 PREGLED LITERATURNIH PODATAKA O SADRZAJU SEKUNDARNIH
BIOMOLEKULA U ISPITIVANIM VRSTAMA PODFAMILIJE POLYGONOIDEAE

2.2.2.1 Rod Rumex

2.2.2.1.1 Vrste podroda Rumex

Fitohemijska ispitivanja vrste Rumex patientia mnogo viSe su radena na osuSenom rizomu, u odnosu na
herbu. Iz rizoma su izolovana jedinjenja antrahinonske strukture, derivati naftalena, a znatno manje
jedinjenja flavonoidne strukture. O izolaciji fenilpropanskih kiselina iz ove vrste, nisu nadeni literaturni
podaci.

Od derivata antracena iz rizoma vrste Rumex patientia izolovani su hrizofanol, emodin i fiscion (Fairbairn
and El-Muhtadi 1972; Demirezer et al. 2001; Feng-Chun et al. 2011) i njihovi glikozilovani derivati emodin-
6-0-f-D-glukopiranozid, emodin-8-0-§-D-glukopiranozid, hrizofanol-8-O-f-D-glukopiranozid i fiscion-8-
O-p-D-glukopiranozid (Demirezer et al. 2001; J. Liu et al. 2011); zatim aloe-emodin u tragovima, kao i reinu
sli¢no jedinjenje (sa karboksilnom grupom u bo¢nom nizu antracena; Fairbairn and El-Muhtadi 1972), ali i
1,3,5-trihidroksi-7-metilantrahinon (J. Liu et al. 2011).

Od naftalenskih struktura iz vrste Rumex patientia u dostupnoj literaturi objavljena je izolacija: nepodina (J.
Liu et al. 2011) i nepodin-8-0-f-D-glukopiranozida (Demirezer et al. 2001; J. Liu et al. 2011), torahrizon-8-
O-f-D-glukopiranozida (Demirezer et al. 2001; Yuan et al. 2001); po prvi put su izolovani rumeksozid (2-
acetil-3-metil-6-karboksi-1,8-dihidroksinaftalen-8-O-f-D-glukopiranozid) labadozid (4,4"-binaftalen-8,8"-
0,0-di-f-D-glukopiranosid) 1 orijentalozid (2-acetil-3-metil-1,8-dihidroksinaftalen-8-O-f-D-
glukopiranozil(1—3)-4-D-glukopiranozid), kao i dva hlorovana derivata patientozid A (2-acetil-4-hloro-1,8-
dihidroksi-3-metilnaftalen-8-O-f-D-glukopiranozid) i patientozid B  (2,4-dihloro-1,8-dihidroksi-3-
metilnaftalen-8-0-f-D-glukopiranozid) (Demirezer et al. 2001). Hlorovani metaboliti su veoma retki kod
viSih biljaka, oni su karakteristika liSajeva, gljiva i morskih algi, a ¢esto mogu biti samo posledica
transformacija nastalih prilikom ekstrakcije. Prema re¢ima autora, ovo je prva publikacija o hlorovanoim
metabolitima izolovanim iz vrste roda Rumex (Kuruuzum et al. 2001).

Od flavonoidnih struktura iz rizoma vrste R. patientia izolovani su katehin 1 6-hloro-katehin (Demirezer et
al. 2001). Dokazano je prisustvo galne kiseline (Yuan et al. 2001) i orcinola (Demirezer ef al. 2001).

U radu, Yuan et al. 2001, publikovana je izolacija jedinjenja kumaranonske strukture 5-metoksi-7-hidroksi-
1(3H)-benzofuranon i 5,7-dihidroksi-1(3H)-benzofuranon, triterpenskih struktura f-sitosterola i S-sitosterol-
3-0-f-D-glukopiranozid i 2,3-dihidroksipropil estra nonadekanske kiseline.

1z herbe ispitivane vrste, u radu grupe autora Zeng et al. 2013, publikovana je izolacija kvercetin-glikozida i
to kvercetin-3-O-f-D-glukopiranozida i kvercetin-3-O-f-D-glukuronida, zatim 2-O-metilinositola,
antrahinona i odgovaraju¢ih glikozida hrizofanol, hrizofanol-8-O-f-D-glukopiranozid, fiscion, emodin,
emodin-8-0-f-D-glukopiranozid, derivata naftalena torahrizon-8-0-f-D-glukopiranozid, nepodin-8-O-$-D-
glukopiranozid, ali i makiain i makiain-3-0-f-D-glukopiranozid.

Iz cvetica i listova vrste Rumex crispus jo§S 1984. godine izolovani su antocijani cijanidin-3-glukozid,
cijanidin-3-rutinozid, ali i jedan antocijanin nepoznate strukture (Yoshitama er al. 1984). Odreden je sadZaj
nepodina (musizin), emodina, hrizofanola i fisciona u rizomu, plodovima i znatno manje u listovima i
stabljikama ove vrste (Midiwo and Rukunga 1985). U etanolnim ekstraktima zrelih listova, nakon hidrolize
odredeno je prisustvo cijanidina, ali ne i delfinidina (antocijanidini). U listovima vrste R. crispus, prema
autorima Kawasaki et al. 1986, dominantne komponente ekstrakta su kvercetin-3-O-glukuronid i kvercetin-
3-O-ramnozid. I druge grupe autora, posle toga su izolovale ista jedinjenja. U radu Saleh et al. 1993, navodi
se uspesSna izolacija i karakterizacija kvercetin-3-O-glukuronida kao dominantne komponente u ekstraktima
listova i stabljika, zatim kvercetin-3-O-glukozida, i emodina, a nije dokazano prisustvo kemferol-3-O-
glukuronida, ni aglikona apigenina i luteolina, kao ni njihovih C-glikozida, viteksina i orijentina, ali ni
antrahinona hrizofanola.
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Grupa autora Glinaydin et al. 2002. godine je po prvi put izolovala 1,5-dihidroksiantrahinone iz vrste Rumex
crispus 1 to 1,5-dihidroksi-3-metilantrahinon; 1,3,5-trihidroksi-6-hidroksimetilantrahinon; 1,5-dihidroksi-3-
metoksi-7-metilantrahinon, da bi 2007. godina grupa autora u kojoj je takode sudelovao i Gunaydin (Baskan
et al. 2007) metodom mikrokapilarne elektroforeze uspela da izoluje, i da kvantifikuje sadrZzaj dominantnog
1,5-dihidroksi-3-metilantrahinona u koli¢ini od 1,35+0,08 mg/g suvog rizoma. 1,5-Dihidroksi derivati
antrahinona su veoma retki hidroksi izomeri u biljakama. Izolaciju hrizofanola, parietina i nepodina iz
metanolnih ekstrakata rizoma ove vrste objavile su i grupe autora Choi er al. 2004 i Rao et al. 2007. U
poslednje navedenom radu, opisana je izolacija i karakterizacija i emodina, aloe-emodina, citreorozeina, kao
i derivata stilbena trans-3,5-dihidroksi-4"-O-metil-stilben, iz rizoma. Prema radu M. W. Wegiera et al. 2007,
ispitivanje zastupljenosti osam razli€itih antrahinonskih jedinjenja u ekstraktima rizoma, listova i plodova,
dovela je do sledecih rezultata: u rizomu vrste R. crispus najvise su zastupljeni aloin i fiscion, dok rein nije
dokazan; u ekstraktima listova dominira senozid A, a u plodovima ove vrste ima najviSe senozida A i B (u
koli¢inama ipak znatno manjim u odnosu na listove i rizom) dok aloin, fiscion i hrizofanol nisu dokazani u
ovom biljnom organu.

U listovima vrste R. obtusifolius su dominantno prisutni kvercetin-3-O-glukuronid i kvercetin-3-O-ramnozid
(Kawasaki et al. 1986). U listovima i cvasti je dokazan cijanidin i cijanidin-3-O-glukozid (Yoshitama et al.
1984; Yoshitama et al. 1987). Nakon kisele hidrolize glikozida u ekstraktu listova odredeni su kvercetin,
kemferol i miricetin, dok su luteolin, apigenin i izoramnetin ispod granice detekcije (Trichopoulou et al.
2000). Prema radu Spencer et al. 2007, u listovima su prisutni i procijanidini od kojih su neki galoilovani.
Epikatehin je najzastupljeniji flavan-3-ol u polimerima, dok su terminalne jedinice polimera obi¢no katehin,
epikatehin i/ili epikatehin-galat. Oligomerna frakcija sadrZi molekule sa razlitim stepenom polimerizacije, od
2 do 7; ali ima najviSe dimera tipa B1, B2, B3 i B7 (dakle veze izmedu monomera su 4-8 ili 4-6). Dokazan je
galoilovani dimer B2-3,3'-O-digalat; kao i trimerne strukture A-tipa. Od antracenskih derivata u listovima
ove vrste dominantno ima aloina, zatim fisciona i senozida A, a u manjim koli¢inama i emodina, hrizofanola,
aloe-emodina, senozida B i reina. Prema radu M. W. Wegiera et al. 2007, ekstrakti plodova sadrze veoma
male koli¢ine aloina, senozida A i fisciona, u tragovima ima hrizofanola, emodina, aloe-emodina dok nisu
detektovani rein i senozid B. U rizomu ove vrste najvise su zastupljeni aloin, fiscion, zatim emodin, senozid
A, senozid B, rein, aloe-emodin. Jo§ davne 1981. godine iz rizoma ove vrste izolovan je i 6-O-malonil-f-
metil-glukopiranozid (Kasai et al. 1981), a 2009. izolovana su i dva nova antrahinona: demetilmakrosporin
(1,3,7-trihidroksi-6-metilantrahinon) i 1,3,6-trihidroksi-7-metilantrahinon (Ibafiez-Calero et al. 2009).

O hemijskom sastavu vrste R. balcanicus nisu nadeni literaturni podaci.

R. alpinus je nativna vrsta za planinske predele centralne i juzne Evrope. Malobrojni radovi u kojima je
vriena analiza sekundarnih biomolekula ove vrste nisu dostupni na engleskom jeziku, ali u njih imamo uvid
posredno preko preglednog rada o vrsti R. alpinus, St astna et al. 2010. IstiGe se znacaj vrste R. alpinus zbog
visokog sadrZaja oksiantrahinona, koji u rizomu iznosi i do 3,6% i znatno je visi u poredenju sa vrstama R.
obtusifolius, R. crispus 1 R. acetosa. Po sadrZaju derivata antrahinona, ova vrsta ne zaostaje za vrstom
rabarbara (Rheum rhabarbarum), te bi se mogla koristi kao alternativni izvor antrahinonskih jedinjenja.
Sadrzaj tanina u rizomu varira u skladu sa sezonskim promenama. Na osnovu sadrZaja ostalih klasa
sekundarnih biomolekula u nadzemnim i podzemnim delovima ove biljke flavonoidi, antocijani, organska
jedinjenja i askorbinska kiselina, vrsta R. alpinus je siroma$nija od na primer, srodne vrste R. confertus.
Pominje se i da je za crvenkastu obojenost listova odgovoran cijanidin-glikozid, koji postaje dominantan
pigment nakon degradacije hloroplasta.

Radena su ispitivanja kulture tkiva rizoma ove vrste i pradena je produkcija acetatnih derivata
hidroksiantrahinona, diantrona i naftalena, u zavinosti od tipa podloge kao i prisustva razlicitih faktora rasta
u medijumu. Utvrdeno je da su hrizofanol, fiscion i acetilovani orcinol prisutni u svim uzorcima, ali da na
produkciju homo- i hetero- diantrona hrizofanola i fisciona, emodina, nepodina, metoksinepodina i nepodin-
monoglukozida znac€ajno uti¢e sastav medijuma (Berg and Labadie 1981). Biosinteza acetilovanog derivata
nepodina opisana je u radu Bauch et al. 1975.

2.2.2.1.2 Podrod Acetosa

Prema koriS¢enim podacima iz literature, proizilazi da su iz vrste Rumex acetosa najpre izolovani hiperozid
(1955. godine), a zatim viteksin, izoviteksin i apigenin i to iz listova ove biljke (Aritomi et al. 1965). NeSto
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kasnije iz rizoma ove vrste izolovani su emodin, hrizofanol i znacajne koli¢ine aloe-emodina (koji je
dokazan i u plodovima), i reinu sli¢no jedinjenje (sa karboksilnom grupom kao supstituentom u bo¢nom
nizu; Fairbairn and El-Muhtadi 1972). 1982. Godine grupa autora Tamano and Koketsu 1982, objavila je
izolaciju hidroksiantrond iz hloroformskog ekstrakta rizoma: emodin antron, fiscion antron i hrizofanol
antron, a prema njihovim referencama u ekstraktima vrste R. acetosa odredeni su i hrizofanol, fiscion,
emodin, aloe-emodin, w-acetoksi aloe-emodin, i njihovi glikozidi. 2013. Godine objavljena je izolacija
pulmatina, hrizofanol-1-0-f-D-glukopiranozida (Annamalai ef al. 2013) iz metanolnog ekstrakta korenja ove
vrste. Prema Kawasaki et al. 1986. dominantne komponente metanolnog ekstrakta listova su izoviteksin,
orijentin, izoorijentin i kvercetin-3-O-galaktozid, a prisutan je i viteksin. 1990. Godine su publikovani
rezultati izolacije i karakterizacije flavonoidnih jedinjenja iz metanolnog ekstrakta nadzemnih delova i to:
flavon-6 i -8-C-glikozida: 2",6"-di-O-acetilizoorijentin, 2",6"-di-O-acetilorijentin, 2"-O-acetilizoorijentin,
2"-O-acetilorijentin, izoorijentin, orijentin i dva flavonol-O-glikozida (avikularin i hiperozid, tj. kvercetin-3-
O-arabinofuranozid i kvercetin-3-O-galaktopiranozid, respektivno) (Kato and Morita 1990). Ovo je bila prva
objava izolacije diacetilovanih C-glikozida iz vrsta roda Rumex.

Za vrste Rumex navodi se da sadrZe velike koli€ine tanina, ali o kojim konkretno taninskim strukturama je
re¢ 1 u kojim koli¢inama su zastupljene nema mnogo literaturnih podataka. O proantocijanidinima iz vrste
Rumex acetosa publikovani su radovi Bicker et al. 2009 i Gescher et al. 2011.

Iz nadzemnih delova vrste R. acetosa i to iz etilacetatane frakcije (Bicker et al. 2009) izolovano je i
okarakterisano tri flavan-3-ola (katehin, epikatehin, epikatehin-3-O-galat), zatim 15 dimera, 7 trimera i 2
tetramera procijanidina i propelargonidina, po tipu A- i B-. Iako epiafzelehin kao i afzelenih, nisu izolovani
kao monomeri, utvrdeno je da su te strukture veoma ceste u oligomernim i polimernim strukturama vrste R.
acetosa (Bicker et al. 2009). U ovom radu izolovan je i floroglucinolglikozid (1-0O-f-D-(2,4-dihidroki-6-
metoksifenil)-6-O-(4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzoil)-glukopiranozid. Gescher et al. 2011. izolovali su
sledece monomerne odnosno dimerne stukture: epikatehin, epikatehin-3-O-galat, epigalokatehin,
epigalokatehin-3-0O-galate, galokatehin, procijanidin B2 (epikatehin-(4—8)-epikatehin), procianidin B2-
3,3°di-O-galat (epikatehin-3-0O-galat-(4—8)-epikatehin-3-0-galat), epikatehin-3-0-galat-(4—6)-epikatehin-
3-0-galate i slobodnu galnu kiselinu.

2.2.2.1.3 Podrod Acetosella

Podaci o hemijskom sastavu vrste Rumex acetosella nisu toliko brojni. Iz listova ove vrste, izolovan je
luteolin-7-0-glukozid kao dominantna komponenta. U literaturi se navodi da su u svim delovima biljke
odredeni hrizofanol, emodin, fiscion u formi slobodnih aglikona, ali i O- i C- glikozida, a da se u rizomima i
plodovima ove vrste u tragovima nalazi aloe-emodin i znacajne koli¢ine reinu sli€nog jedinjenja (Fairbairn
listovi, a da se plodovi razlikuju po visokom sadrzaju senozida A i B (M. W. Wegiera et al. 2007). Fiscion,
aloin i senozid A su po koli€ini ispred emodina, hrizofanola, aloe-emodina i reina. Cijanidin-3-0-glukozid je
dominantan antocijanin iz cvetova ove vrste (Yoshitama ef al. 1984).

PaZljivom analizom objavljenih podataka o prisustvu ali i o odsustvu sekundarnih biomolekula u vrstama
roda Rumex koje su tema ove doktorske disertacije, moZemo da primetimo da postoje izvesne razlike u
hemijskom sastavu na nivou podrodova. Pa tako, ako posmatramo flavonoidna jedinjenja, za podrod Rumex
karakteristicno je prisustvo kvercetin-3-O-glukuronida, -3-O-glukozida i -3-O-ramnozida u herbi ovih vrsta
(pri ¢emu ne postoje podaci za svih Sest ispitivanih vrsta). Dalje se pominje prisustvo i drugih flavonola
(kemferola i miricetina) u formi aglikona, ali nema kemferol-3-O-glukuronida (u vrsti R. crispus). 1z vrsta
ovog podroda nisu izolovane flavonske stukture luteolin i apigenin, niti njihovi C-glikozidi.

Sa druge strane, za vrste podrodova Acetosa i Acetosella, kao dominantne komponente se pominju glikozidi
luteolina - za vrstu R. acetosa to su C-glikozidi orijentin i izoorijentin, a za vrstu R. acetosella je to luteolin-
7-0-glukozid. U radovima se pominje prisustvo C-glikozidi apigenina, viteksina i izoviteksina, u obe vrste.
Razlika izmedu ova dva srodna podroda jeste u tome da su iz vrste R. acetosa izolovani diacetilovani i
monoacetilovani derivati orijentina, i dva derivata kvercetina (kvercetin-3-O-galaktozid i kvercetin-3-O-
arabinozid), dok za vrstu R. acetosella nemamo takvih podataka.
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Proantnocijanidini su do sada ispitivani samo u vrsti R. obtusifolius podroda Rumex i vrsti R. acetosa
podroda Acetosa. Uocena razlika jeste da vrsta R. acefosa pored procijanidina koji su karateristicni i za R.
obtusifolius sadrZi i propelargonidine.

Karakteristika vrstd sva tri podroda, prema literaturnim podacima, jeste prisustvo emodina, hrizofanola i
fisciona i njihovih glikozida, ali je veoma malo radova o sadrZaju ovih biomolekula u ispitivanim vrstama.
Uocene razlike jesu da su iz vrste R. crispus podroda Rumex izolovani i 1,5-dihidroksiantrahinoni, o ¢emu
nema podataka za vrste podrodova Acefosa 1 Acetosella, a u vrsti R. acetosa podroda Acetosa,
dokumentovano je prisustvo hidroksiantronskih sturktura, o kojima nema podataka za druga dva podroda.

Na osnovu prikazanog pregleda literature moZe se zakljuciti da je do sada izolovan znacajan broj
sekundarnih biomolekula iz roda Rumex, ali i dalje postoji potreba za sistematskim ispitivanjem, naro€ito u
pogledu njihove kvantifikacije. O prisustvu fenolnih kiselina, derivata benzoeve kiselina i fenilpropanskih
struktura gotovo da i nema podataka, osim o prisustvu galne kiseline u vrsti R. acefosa, zbog cega postoji
potreba za daljim detaljnim kvalitativnim i kvantitativnim ispitivanjima.

Dalje, za ispitivane vrste roda Rumex nisu nadeni radovi sa prikazanim hromatogramima ekstrakata (HPLC-
DAD-MS analize) iz kojih bi se mogao sagledati detaljan hemijski profil ovih vrsta, odnosno u kolikoj meri
su do sada izolovana jedinjenja zaista dominanta, §to opravdava ispitivanja i u tom smeru.

2.2.2.2 Rod Polygonum

Vrsta Polygonum aviculare ovog roda, izuzetno je bogata flavonoidnim jedinjenjima. 2013. Godine
objavljena je izolacija serije od 11 flavonolnih glukuronida, od kojih je 8 po prvi put detektovano u vrstama
roda Polygonum: 3-O-f-D-glukuronidi miricetina, kvercetina, izoramnetina, kemferola, kemferida i
meamzetina, kvercetin 3-0-f-(2"-0-acetil-f-D-glukuronid) i kvercetin 3-O-f-(3"-O-acetil- f-D-glukuronid),
a 3 acetilovana derivata su novi prirodni proizvodi: kemferol 3-O-f-2"-0-acetil-f-D-glukuronid, kemferol 3-
O-p-(3"-0-acetil-p-D-glukuronid) i isoramnetin 3-0-f-(2"-O-acetil- f-D-glukuronid), (Granica et al. 2013).

Pocetkom 2014. godine publikovana su dva rada (Fu er al. 2014 i Nugroho et al. 2014) sa simultanom
kvantifikacijom veceg broja flavonoida. U prvo pomenutom radu, prikazan je i hromatogramski profil za
vrstu P. aviculare, a kombinacija hromatogramskog profilisanja (chromatographic fingerprinting) i
odredivanja sadZaja markerskih jedinjenja za datu vrstu postaje veoma znacajan nacin utvrdivanja kvaliteta i
verodostojnosti biljnih droga od znaaja za fitofarmaciju. Prema objavljenim rezultatima (Nugroho et al.
2014) za herbu vrste P. aviculare je karakeristicno prisustvo znacajnih koli¢ina miricetina (11,8 mg/g se) i
miricitrina (11,73 mg/g se), dezmantina-1 (7,73 mg/g), avikularina (5,79 mg/g) i juglanina (3,21 mg/g), pri
¢emu kolic¢ina pojedinaénih jedinjenja u vecoj ili manjoj meri zavisi i od rastvaraca kori§¢enog za ekstrakciju
(etanol, metanol, 70% metanol, 30% metanol; odnosno prikazana je i raspodela ispitivanih jedinjenja u
frakcijama: etil-acetatnoj, n-butanolnoj, etarskoj i vodenoj). Kvantitativno odredivanje 8 flavonoida u ¢ak 28
uzoraka herbi P. aviculare (Fu et al. 2014), pokazala je da postoji znatna varijacija u sadZaju marker
jedinjenja ove vrste.

Pre ovih radova, o izolacijama sekundarnih biomolekula iz vrste Polygonum aviculare izdate su sledece
publikacije: Kawasaki et al. 1986. izolovali su iz osuSenih listova kvercetin-3-O-arabinozid (avikularin),
miricetin-3-O-ramnoglukozid, miricetin-3-0-glukozid i miricetin-3-O-arabinozid, a nisu dokazali prisustvo:
miricetin-3-O-ramnozida, ni miricetin-3-O-ramnoarabinozida, a Zhao et al. 2002. izolovali su miricitrin
(miricetin-3-O-ramnozid), avikularin (kvercetin-3-O-a-L-arabinofuranozid) i juglanin (kemferol-3-O-
arabinozid). Komparativna analiza aglikona nekoliko vrsta roda Polygonum sensu lato, pokazala je da u
herbi vrste P. aviculare ima taksifolina, kvercetin-3-metil-etra, kvercetina, kemferola, luteolina, miricetina,
izoramnentina, dok nije dokazano prisustvo ramnetina (Smolarz 2002a). Iste godine od iste autorke objavljen
je rad i na temu flavonoidnih glikozida (Smolarz 2002b), prema kome u vrsti P. aviculare: ima 9 derivata
kvercetina sa razli¢itim Secernim komponentama u poziciji 3: rutinoza, galaktoza, glukoza, ramnoza,
arabinofuranoza, glukuronid, galoilovani glukozid; i po dva derivata kemferola i izoramnetina (rutinozid i
glukozid), zatim orijentina i izoviteksina (C-glikozidi), a nije dokazano prisustvo luteolin-7-O-glukozida,
kao ni derivata kvercetina: kvercetin-3-0-a-arabinopiranozida ni kvercetin-8-0O-f-galaktozida. Al-Hazimi i

21



Emilija Sviréev

Haque (Al-Hazimi and Haque 2002) su publikovali izolaciju i karakterizaciju novog naftohinona, 6-
metoksiplumbagina (5-hidroksi-6-metoksi-2-metil-1,4-naftohinon), izolovanog iz cele biljke P. aviculare,
zajedno sa 5,6,7,4 -tetrametoksiflavanonom 1 triterpenom sitosterolom. U radu grupe Yunuskhodzhaeva i
sar. (Yunuskhodzhaeva et al. 2010), objavljena je izolacija avikularina, i po prvi put kako autori navode
izolacija likviritina (4-O-glukozida flavanona likviritigenina) i cinarozida (luteolin 7-O-glukozida) iz
osusene herbe Polygonum aviculare. U radu Cong i sar. (Cong et al. 2012), je objavljena izolacija i
karakterizacija novog dimernog procijanidin glikozida - katehin 3-O-acetat-(4a—8)-katehin-3-O-acetat-3"-
O-p-D-glukopiranozid; lignana avikulina, derivata izolaricirezinola (izolariciresinol-9'-ramnopiranozid) i pet
flavonoida: miricitrina, kvercetina, miricetina, kvercetin-3-O-a-L-ramnopiranozida i galoilovanog derivata
miricitrina (2"-galoilmiricitrin).

O sastavu i/ili sadrzaju fenolnih kiselina u vrsti P. aviculare (derivati benzoeve kiseline i fenilpropanskih
kiselina), ima veoma malo literaturnih podataka. Prema radu autord (Nikolaeva et al. 2009), u herbi vrste P.
aviculare su prisutne galna kiselina, protokatehinska, 5-O-kafeoilhinska kiselina, kafena i p-kumarna
kiselina, a nije dokazano prisustvo ferulne kiseline.

Prema rezultatima rada Avula et al. 2007. korenje vrste Polygonum aviculare ne sadrZi polidatin, rezveratrol,
aloe-emodin, rhein, emodin, dantron, hrizofanol ni fiscion.

Za razliku od prethodne vrste, o vrsti Polygonum maritimum ima jako malo literaturnih navoda. Razlog tome
verovatno je u dostupnosti biljnog materijala, s obzirom da P. maritimum raste samo uz obalu mora, dok je
vrsta P. aviculare Siroko rasprostranjena vrsta. Prema rezultatima rada grupe autora (Kazantzoglou ef al.
2009), u vrsti P. maritimum nalaze se jedinjenja arilpropanske strukture, glikozidi hidrohinona, derivati
acetofenona (najjednostavnijeg aromati¢nog ketona) i derivati rezorcinola, i da su neke od ovih klasa
jedinjenja po prvi put izolovane iz podfamilije Polygonoideae. U ovom radu po prvi put su izolovani
poligonofenon (iz klase acetofenona) i poligonocinol (novi alkil rezorcinol), (+)-cis-8-hidroksikalamen
(seskviterpenoid), estri ferulne kiseline, brusonin (arilpropan). Ova vrsta je takode bogata flavonoidima,
kvercetinom, kvercitrinom i katehinom, a izolovan je i izotahiozid (glikozid-hidrohinona).

2.2.2.3 Rod Bistorta

Bistorta officinalis je znacajna biljka u tradicionalnoj medicini nekih zemalja, a nalazi se u Farmakopeji
Narodne Rupublike Kine, zbog lekovitih svojstava, naro€ito rizoma ove vrste.

Iz rizoma vrste Bistorta officinalis, 1999. godine (Duwiejua et al. 1999) izolovana su triterpenoidna
jedinjenja sa potencijalnom antiinflamatornom aktivno$¢u, epifriedelanol i 5-glutinen-3-on. 2005. Godine
(Manoharan et al. 2005) izolovali su i cikloartanske derivate triterpena: 24(E)-etilidencikloartanon i 24(E)-
etilidenecikloartan-3a-ol, ali i cikloartan-3,24-dion, 24-metilenecikloartanon, y-sitosterol, f-sitosterol, f-
sitosteron, friedelin i 3f-friedelinol. Pet triterpenoidnih molekula, jedno jedinjenje kumarinske strukture i
jedno steroidno jedinjenje izolavala je grupa autora Sun et al. 2007. godine iz nepolarnih frakcija (petrol-etar
i etilacetat) metanolnog ekstrakta rizoma ove vrste 3f-acetoksi-damara-20,24-dien, arborinon; adianenon
arborinol, isoarborinol, 6,7-metilenedioksikumarin i 6-hidroksistigmast-4-en-3-on. Iz n-butanolne frakcije
rizoma X.-Q. Liu, Li, et al. 2006. izolovali su i identifikovali siringin (glikozid sinapinske kiseline) i lignin
muririn A, po prvi put u vrsti roda Polygonum sensu lato, kao i katehin i rutin. U rizomu se odredene i
znacajne koli¢ine galne kiseline, epikatehina i hlorogenske kiseline (X.-Q. Liu et al. 2008). Utvrdeno je da
rizom sadrzi od 8,7-25% tanina (Zhang et al. 2012). U radu X.-Q. Liu, Hua, et al. 2006. opisana je izolacija i
karakterizacija novog jedinjenja, 4-O-f-D-(6'-O-3"-metil-galoil)-glukopiranozida 3-metil-galne kiseline.
Pored ovog jedinjenja izolovan je i kvercetin-3-O-f-D-glukopiranozid.

Ispitivanjem sadrzaja flavonoidnih jedinjenja u ovoj vrsti bavila se i Helena Smolarz, a 2002. godine objavila
je da se u rizomu Bistorta officinalis mogu detektovati glikozidi kvercetina i to: kvercetin-3-O-rutinozid, -f-
galaktozid i -f-glukozid, ali ne i derivati poput arabinofuranozida, glukuronida, ramnozida, niti galoilovanih
glikozida (Smolarz 2002b). U ekstraktu rizoma je odreden i luteolin-7-O-glukozid, ali i C-glikozidi luteolina
i apigenina, orijentin i izoviteksin. U herbi ove vrste prema istom autoru, iznad granice detekcije zastupljeni
su glikozidi kvercetina: kvercetin-3-O-rutinozid, -f-galaktozid, -#-glukozid, -ramnozid, -#-glukuronid i -4°-
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O-p-glukozid 1 kemferol-3-O-glukozid. Od aglikonskih komponenti odredeni su u veéim koli¢inama
kvercetin (1 mg/g), u manjim koli¢inama taksifolin (0,27 mg/g), kvercetin-3-metil etar (0,20 mg/g) i
izoramnetin (0,15 mg/g) 1 znaCajno manjim koli¢inama luteolin (0,08 mg/g), kemferol (0,03 mg/g) i
ramnetina (0,07 mg/g).

2.2.2.4 Rod Persicaria

U okviru roda Persicaria, ovom disertacijom obuhvaceno je ispitivanje Cetiri vrste. Detaljnim pregledom
literaturnih podataka za ispitivane vrste utvdeno je da one sadrZe sledeca jedinjenja.

Vrsta P. amphibia odlikuje se visokim sadrZajem flavonoidnih jedinjenja, koja su najviSe ispitivali autor
Helena Smolarz i saradnici (Smolarz 2002a; Smolarz 2002b; Smolarz and Potrzebowski 2002; Smolarz et al.
2003), dok se podaci o sadrzaju fenolnih kiselina (pored sadrZaja flavonoidnih jedinjenja) mogu naci u radu
Nikolaeva et al. 2009. Herba vrste Persicaria amphibia bogata je glikozidima kvercetina, dok samog
aglikona ima u koli¢inama od 0,17 mg/g. Zastupjeni su kvercetin -3-O-rutinozid, -3-0-f-galaktozid, -3-O-$-
glukozid, -3-O-ramnozid, -3-O-f-arabinofuranozid (ali ne i -3-O-a-arabinopiranozid), -3-O-f-(6"-galoil)
galaktozid (ali ne i -3-O-f-(6"-galoil) glukozid), ali i derivati sa glikozidnom komponentom u B- prstenu (-
4°-0-p-glukozid). Kvercetin-3-O-glukuronid takode nije dokazan u ekstraktu herbe ove vrste. Prema ovim
autorima (Smolarz 2002a) prisutan je i kemferol u slobodnoj formi (0,07 mg/g), i u formi -3-O-f-glukozida,
ali ne i u vidu -3-O-rutinozida. Od flavonoidnih glikozida dokazani su i1 izoramnetin-3-O-rutinozid,
izoramnetin-3-0O-f-glukozid i luteolin-8-C-glukozid, ali ne i luteolin-7-O-glukozid ni izoviteksin (apigenin-
6-C-glukozid). Pored pomenutih aglikona u herbi ove vrste odredeni su i taksifolin (0,1 mg/g), kvercetin-3-
O-metil-etar (0,48 mg/g), izoramnetin (0,05 mg/g); a nisu detektovani luteolin, miricetin i ramnetin.
Istrazivanja (Smolarz et al. 2008) su bila usmerena ka izolaciji glukuronida i izolovani su kvercetin 3-O-f-D-
glukuronid ($to nije u saglasnosti sa publikacijom istog autora iz 2002. godine), kvercetin 3-O-a-ramnozil
(1—-2) p-glukuronid i kemferol-3-O-(a-ramnozil (1—2) p-glukuronid). U radu Nikolaeva er al. 2009.
navedeno je prisustvo galne kiseline i fenil-propanskih kiselina - p-kumarinske, protokatehinske, ferulne i
kafene i hlorogenske kiseline (estar kafene i hinske kiseline); a od flavonoidnih jedinjenja: rutin, hiperozid,
luteolin-7-0---glukozid, izokvercitrin, avikularin, kosmosin (apigenin 7-O-f-D-glukozid), kemferol-glikozid,
luteolin, kvercetin, apigenin i kemferol. U herbi P. amphibia nisu odredeni luteolin i luteolin-7-O-glukozid
(Sto je u saglasnosti sa radom Smolarz 2002b).

Vrste Persicaria hydropiper i P. lapahtifolia su veoma mnogo ispitivane u pogledu hemijskog sastava.

O hemijskom sastavu vrste P. hydropiper publikovani su radovi u kojima su izolovani i okarakterisani,
odnosno kvalitativno ili kvantitativno odredeni, uz odgovaraju¢e standarde, dominantno: flavonoidi,
seskviterpeni, seskviterpenoidi i fenilpropanoidne strukture.

Od flavonoidnih struktura, u nadzemnim delovima biljke, dokazani su kvercetin i njegovi metilovani derivati
ramnetin (kvercetin 7-metil etar), izoramnetin (3'-metoksikvercetin) i ramnazin (3',7-dimetilkvercetin), 3-
metoksi-kvercetin (kvercetin-3-O-metil etar), kao i dehidrokvercetin (taksifolin); i razli¢iti glikozidi, i
njihovi sulfonovani i galoilovani derivati: kvercetin 3-O-ramnozid (kvercitrin), kvercetin 3-O-arabinozid,
kvercetin 3-0-galaktozid, izokvercitrin (kvercetin-3-f-glukopiranozid), kvercetin 3-sulfat, kvercetin 4'-metil
etar -3-glukozid 7-sulfat, kvercetin-3-O-rutinozid (rutin), kvercetin-3-0-f-galaktozid (hiperozid), kvercetin-
3-O-ramnozid, kvercetin-3-0-f-arabinofuranozid, kvercetin-3-O-f-glukuronid, kvercetin-3-O-f-(6"-galoil)
glukozid, kvercetin-3-O-f-(6"-galoil) galaktozid, kvercetin-3"-metoksi-3-O-$-D-glukuronid, galoil-
kvercitrin; isoramnetin 3-sulfat (persikarin), isoramnetin 3,7-disulfat, ramnazin-3-sulfate, izoramnetin-3-O-f-
glukozid. Zatim, kemferol i glikozidi kemferola: kemferol-3-O-f-glukozid, galoil kaemferol 3-glukozid,
kaempferol-rutinozid. Luteolin i derivati: luteolin-7-O-glukozid, luteolin-8-C-glukozid (orijentin), 6-
hidroksiluteolin 1 6-hidroksiluteolin-7-O-f-D-glukopiranozid. Derivati apigenina: 6-hidroksiapigenin
(skutelarein) i apigenin-7-O-glukozid, 4'-metoksiapigenin (acacetin) (Kifakh and Blinova 1984; Kawasaki et
al. 1986; Haraguchi et al. 1992; Yagi et al. 1994; Haraguchi et al. 1996; Smolarz 2002a; Smolarz 2002b;
Peng et al. 2003; Noor Hashim et al. 2012a; Hawryl and Waksmundzka-Hajnos 2013). Dokazan je i
miricetin. Zatim, naringin, hesperidin, naringenin, hesperetin (Hawryl and Waksmundzka-Hajnos 2013);
katehin i epikatehin ali i fenil propanske kiseline: kafena kiselina, hlorogenska kiselina, p-kumarna kiselina

23



Emilija Sviréev

(Hawryt and Waksmundzka-Hajnos 2011; Hawryt and Waksmundzka-Hajnos 2013); 3,5-dihidroksi-4-
metoksibenzoeva kiselina (Noor Hashim er al. 2012a). Detektovani su antocijani: cijanidin, delfinidin,
cijanidin-3-galaktozid, peonidin glikozid (Yoshitama et al. 1987). Zatim fenilpropanoidne strukture
hidropiperosid A i B, vanikosid A, B, D i E (Kiem et al. 2008; Noor Hashim ef al. 2012a). Grupa autora
Sultana et al. 2011. je izolovala seskviterpenoidna jedinjenja drimanskog tipa: 3p-angeloiloksi-7-epi-
futronolid, poligonumat, dendokarbin L, (+)-vinterin, (+)-fuegin, angveikangic¢na kiselina A, futronolid 1 7-
ketoizodrimenin.

Iz rizoma ove vrste izolovani su izokumarin poligonolid (3,4-dimetil-6-metoksi-8-hidroksiizokumarin)
(Furuta et al. 1986); hidropiperozid (p-kumaril glikozid), 3,3’-di-O-metiletar elagne kiseline, galna kiselina i
dva derivata kvercetina, kvercetin 3-O-glukozid i kvercetin 3-O-ramnozid (Fukuyama et al. 1983).

Prema dostupnim radovima, moZemo da zakljuc¢imo da je za vrstu P. lapathifolium znatno viSe ispitivana
herba, tj. nadzemni delovi biljke, dok o hemijskom sastavu korena ove biljke nisu pronadeni podaci, osim da
je detektovan 2-metilnaftalen (M. Ahmed et al. 1990). 1z herbe ove vrste izolovani su i okarakterisani u
najvecoj meri derivati kvercetina i kemferola: kvercetin-3-O-f-rutinozid (rutin), kvercetin-3-O-f-glukuronid,
kvercetin 3-O-f-D-glukopiranozid (izokvercitrin), kvercetin 3-O-f-D-galaktopiranozid (hiperozid), kvercetin
3-0-a-D-arabinofuranozid, kvercetin-3-0-f-L-arabinopiranozid, kvercetin-3-0-a-L-ramnopiranozid
(kvercitrin), kvercetin-3-metil-etar, kemferol-3-O-f-D-glukopiranozid, kemferol-3-O-f-D-galaktopiranozid i
kemferol-3-0-a-L-arabinopiranozid, ali 1 acil-derivati: kvercetin-3-O-f$-(2"-galoil)-glukopiranozid,
kvercetin-3-0-D-f$-(6"-0-galoil)-galaktopironozid, kvercetin 3-0-p-D-(6"-feruloil)-galaktopiranozid,
kvercetin 3-0-f-D-(2"-galoil)-ramnopiranozid, kvercetin-3-0-f-D-(6"-0-galoil)-glukopiranozid, kemferol-
3-0-f-(2"-galoil)-glukopiranozid, kemferol 3-O-f-D-(6"-p-hidroksibenzoil)-galaktopiranozid, kao i
izoramnetin i taksifolin (Isobe et al. 1979; Kulpina ef al. 1986; Kawasaki ef al. 1986; M. Ahmed et al. 1988;
M. Ahmed et al. 1990; Park et al. 1999; Smolarz 2002a; Smolarz 2002b). Prema radu Smolarz 2002b, u
ekstraktima ove vrste nisu dokazana sledeca jedinjenja: glikozidi kvercetina (-3-O-f-arabinofuranozid, -3-O-
a-arabinopiranozid i kvercetin-4"-0-f-glukozid), kemferol-3-O-rutinozid, glikozidi izoramnetina (-3-O-
rutinozid i -3-0-f-glukozid), glikozidi luteolina (-7-O-glukozida i -8-C-glukozida) ni apigenin-6-C-glukozid.
U radovima Isobe et al. 1979. i M. Ahmed et al. 1988, navodi se izolacija 3-hidroksi-5-metoksi-6,7-
metilendioksi-flavanona i dva derivata halkona, 6’-metoksi-2’,4’-dihidroksi-3’-angeloiloksihalkon i 6’-
metoksi-2’,4’-dihidroksi-3’-(2-metilbutiriloksi)-halkon. U cvetovima ove vrste odreden je cijanidin
(Yoshitama et al. 1984).

Od fenilpropanskih estara mono- i disaharida, izolovani su i okarakterisani: vanikozid B, lapatozid A, B, C i
D i hidropiperozid (Takasaki, Kuroki, ef al. 2001; Takasaki, Konoshima, et al. 2001)

Fitohemijska analiza vrste Persicaria maculosa radena je iskljuc¢ivo na uzorcima nadzmenih delova biljke i
to na: listovima, herbi, cveti¢ima i osusenom semenu (Mukhamed’yarova 1968; Romussi and Ciarallo 1974;
Yoshitama et al. 1984; Smolarz 2002a; Smolarz 2002b; Derita et al. 2008; Kurkina et al. 2013). Prema
navedenim radovima iz ekstrakata ove vrste mogu se izolovati kvercetin, kvercitrin (kvercetin-3-O-
ramnozid), hiperozid (kvercetin-3-O-galaktozid), kvercetin-3-O-rutinozid,  kvercetin-3-metil-etar,
isokvercitrin (kvercetin-3-O-glukozid), kemferol, kemferol-3-O-glukozid (astragalin) i kemferol-3-O-
galaktozid, cijanidin glikozid i peonidin glikozid, luteolin, ramnetin, taksifolin i pinostrobin (5-hidroksi-7-
metoksiflavanon), ali ne i miricetin i izoramnetin. Postoji neslaganje u literaturnim podacioma o prisustvu,
odnosno izostanku astragalina u ovoj vrsti (Kurkina et al. 2013; Smolarz 2002b). Takode su izolovana dva
derivata halkona 2,6-dihidroksi-4,5-dimetoksihalkon (poligohalkon) i 6-hidroksi-2,4-dimetoksihalkon
(persikohalkon); derivat stilbena 2-karboksi-3,5-metoksi-stilben (persilben), seskviterpenski dialdehid
poligodial, a iz osusenih semenki - nepolarnim petroletrom izolovan je i 5,7-dihidroksihromon.

2.2.2.5 Rod Fagopyrum

Kako je heljda, Fagopyrum esculentum, vekovima kori§¢ena u ishrani, ispitivanje ove biljke po pitanju
sadrzaja sekundarnih metabolita, usmereno je naro€ito u pravcu pracenja uticaja razli¢itih ekoloSkih faktora
ili za biljku stresogenih uslova, na produkciju sekundarnih metabolita, a sve u cilju povecanja produkcije
onih metabolita sa izraZzenim antioksidantnim svojstvima, i time na poboljSanje kvaliteta ove funckionalne
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hrane. Utvrdeno je da se pri razli¢itim abiotickim (ekstremna hladnoca, susa, poplave) i biotickim faktorima
(npr. invazija mikroorganizama), menja fiziologija biljaka, odnosno aktiviraju se razli€iti sistemi odbrane
biljke, koji ukljucuju inhibitore proteaza, ili akumuliraju pojedine sekundarne biomolekule. Utvrdeno je da
neki biljni hormoni (jasnonat i njegov metil-etar) mogu da se koriste i u uslvovima kada biljka nije izloZzena
stresu, da se uti¢e na produkciju sek. metabolita.

Heljda je vrsta izuzetno bogata rutinom (kvercetin-3-O-rutinozidom), kojeg prema autorima (X. Li et al.
2010) ima najviSe u cvetovima i listovima, a manje u rizomu. Ova biljka je znaCajna po sadrZaju
kondenzovanih tanina, naroCito (-)-epikatehinom i katehinom kao monomernim jedinicama
proantocijanidina (Watanabe et al. 1997; Quettier-Deleu et al. 2000), ali ima i propelargonidina (sa
afzelehinom i epiafzelehinom kao ponavljajuéim monomerima) (Watanabe et al. 1997). U znacajnim
koli¢inama odredeni su i epikatehin-3-O-galat i procijanidin B2-3,3"-0-galat (Quettier-Deleu et al. 2000).
Kao dominantna komponenta u ekstraktima nadzemnih delova biljke, navodi se rutin (kvercetin-3-O-
rutinozid) i/ili izokvercitrin (kvercetin-3-O-glukozid). U radu Watanabe 1998, objavljena je izolacija i Cetiri
derivata katehina: (-)-epikatehin, (+)-katehin-7-O-a-D-glukopiranozid, (-)-epikatehin 3-O-p-hidroksibenzoat,
(-)-epikatehin 3-0-(3,4-di-O-metil)-galate.

Od derivata kvercetina, u ovoj vrsti ima izokvercitrina, €iji je sadrZaj u nekim delovima biljaka visi od
sadrZaja rutina, a ima i1 hiperozida i kvercitrina (Watanabe et al. 1997; Kalinova and Vrchotova 2009).
Kalinova i Vrchotova su detektovale male koli€ine miricetina u ekstraktima stabljika. Kvercetin-3-O-
rutinozid je identifikovan HPLC-metodom, bez izolacije Cistog proizvoda (Tian et al. 2002). Od flavonskih
struktura u ovoj vrsti dokazano je i prisutstvo C-glikozida apigenina i luteolina, viteksin, izoviteksin,
isoorijentin i orijentin.

Sadrzaj fenil propanskih kiselina je veoma mali, ali je dokazano prisutstvo p-kumarinske kiseline, kafene i
ferulne kiseline, i derivata benozeve kiseline - galna kiselina i 4-hidroksi-3-metoksi-benzoeva kiselina. Na
osnovu pregledanih litaraturnih podataka moze se zakljuciti da u ve¢im koli¢inama u ovoj vrsti ima samo
hlorogenske kiseline (X. Li et al. 2010; H.-J. Kim ef al. 2011). Davne 1950. godine iz ove vrste izolovan je
fagopirin, jedinjenje sa naftodiantronskom strukturom (Brockmann et al. 1950).

1z priloZenog pregleda literature uocavamo da je osam ispitivanih vrsta roda Polygonum sensu lato izuzetno
bogato flavonoidnim jedinjenjima, a da je sadrZaj antrahinonskih jednjenja, za razliku od vrsta roda Rumex,
zanemarljiv. Takode se uoCava da je u odnosu na vrste roda Rumex o pojedinim vrstama roda Polygonum
sensu lato objavljeno mnogo viSe radova o kvantitativnom sadrZaju sekundarnih biomolekula prisutnih u
pripremljenim ekstraktima. Razlog tome jesu publikacije iz 2012, 2013. i 2014. godine za vrste P. aviculare,
P. hydropiper 1 P. persicaria, koje odraZavaju savremene trendove fitohemijskog ispitivanja, a to su
profilisanje ekstrakata i odredivanje sadrZaja marker jedinjenja ili aktivnog principa ispitivane vrste, §to je
postalo moguce zahvaljujuéi sve vecoj dostupnosti napredne opreme (narocito detektora) u oblasti tecne
hromatografije. Ovakva instrumentacija omogucava elucidaciju (tj. odgonetanje strukture) nekog metabolita
bez prethodne izolacije €istog jedinjenja.

Aktuelnost ispitivanja vrsta roda Polygonum sensu lato jeste u visokom sadrZaju prisutnih flavonoidnih
jedinjenja kojima se pripusuje znacajna farmakoloska aktivnost. Mnoge od ovih vrsta se koriste u ishrani,
kao Sto je svima poznata heljda Fagopyrum esculentum, ali i Persicaria hydropiper koja je veoma
zastupljena kao zacinska biljaka u mnogim azijskim zemljama.

Radi poredenja rezultata i utvrdivanja intespecijske varijabilnosti, potrebna su i dalja ispitivanja hemijskog
sastava ovih vrsta, naroc€ito u svetlu revizije taksonomije roda Polygonum sensu lato i izdvajanja Cetiri roda
(Polygonum senso stricto, Bistorta, Persicaria i Fagopyrum) iz nekadas$njeg prvobitnog roda Polygonum.

Na osnovu literaturnih podataka uocene pravilnosti u distribuciji sekundarnih biomolekula u okviru
ispitivanih vrsta rodova Polygonum, Bistorta, Persicaria 1 Fagopirum bile bi: da su flavonoli dominantni
flavonoidni molekuli u ovim vrstama.
Ekstrakti herbi svih vrsta (osim Polygonum maritimum, za koju nema literaturnih podataka) poseduju
glikozide kvercetina: rutinozid, glukozid, galaktozid i ramnozid.
Vrsta Polygonum aviculare se odlikuje visokim sadrZzajem nekoliko glikozida miricetina i slobodnog
aglikona, te su ova jedinjenja potencijalni markeri vrste, ali nema dovoljno podataka o prisustvu ovih
jedinjenja u ostalim vrstama.
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Karakteristika ve¢ine ovih vrsta su acilovani glikozidi flavonola, osim vrste Bistorta officinalis.

Procijanidini su ispitivani jedino u vrstama Fagopyrum esculentum i Polygonum aviculare. U vrsti Bistorta
officinalis detektovano je prisustvo katehina.

Morfoloski veoma sli€ne vrste Persicaria hidropiper i Persicaria lapathifolium mogle bi se razlikovati po
prisustvu glikozida luteolina u prvoj odnosno po odsustvu ovog jedinjenja u drugoj vrsti.

Strukture fenolnih, flavonoidnih, naftalenskih i antrahinonskih jedinjenja koja se na osnovu literaturnih
podataka nalaze u ispitivanim vrstama podfamilije Poloygonoideae prikazane su na slikama (Slika 2-10,
Slika 2-11, Slika 2-12, Slika 2-13).
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R1
@Rz
HO O« R
R* OH
OH OH O

R'=R%*=R*=H; R?=0H kemferol

R'=R*=H; R?=R%=0H kvercetin

R'=H; R>=R%=0H; R*=0-B-D-glukopiranozid izokvercetin, izokvercitrin
R'=H; R?=R%=0H; R*=0-p-D-glukuronid mikvelijanin

R'=H; R?=R%=0H; R*=0-a-L-ramnopiranozid kvercitrin

R'=H; R?=R%=0H; R*=0-p-D-galaktopiranozid hiperozid

R'=H; R?=R%=0H; R*=0-a-L-arabinofuranozid avikularin
R'=R?=R3*=0H; R*=H miricetin

R'=R*=H; R?=R3=0H (+)-katehin
R'=H; R%=R%=0H; R*=C|
R'=R?=R3=0H; R*=H (+)-galokatehin

OH O
" A_O'f' — ) ) R'=R3=R*=R5=R8=H; R2=0H apigenin
R =R=H; R'=R"=CH epikatehin R'=R3=R8=Ré=H; R2=0H; R*=C-B-D-glukopiranozid (C-glukozid) viteksin
R -H RER=OH R'=O-galat R'=R®=R*=R%=H; R?=OH; R°=C-B-D-glukopiranozid izoviteksin
R1=R2=R3=OH; R4=H epigalokatehin R'=R2=0H: R®=R*=R5=R8=H Iuteolin
RI=R"=R*=OH, R'=0-galat R'=R2=0H; R®=R5=Ré=H; R*=C-p-D-glukopiranozid orijentin
OH R'=R2=0H; R®*=R5=R®=H; R*=2"-0-acetil-C-B-D-glukopiranozid
HO _Ot O oH R'=R2=0H; R®=R%=R®=H; R*=2" 6"-di-O-acetil-C-$-D-glukopiranozid
O | R'=R2=0H; R®=R*=R®=H; R5=C-B-D-glukopiranozid izoorijentin
X" 0R! R'=R?=0H; R®=R*=R®=H; R%=2"-0-acetil-C-B-D-glukopiranozid
OH R'=R2=0H; R®*=R*=R®=H; R5=2" 6"-di-O-acetil-C--D-glukopiranozid
R*=H cijanidin R'=R?=0H; R®*=R*=R%=H; R®=0-B-D-glukopiranozid cinarozid

R4=O-[3-D-glukopiranozid hrizantemin
R*=0-rutinozid antirinin

OH

OH
R'=R2=H procijanidin B2 procijanidin B3
R'=R?=0-galat
OH
OH

HO
HO
OH
O OH
OH OH
OH
procijanidin B7 epikatehin-3-O-galat-(4->6)-epikatehin-3-O-galat

Slika 2-10 Strukture flavonoidnih jedinjenja prisutnih u ispitivanim vrstama podfamilije Polygonoideae

27



Emilija Sviréev

R? ; _R!
RS
R2
R'=COOH; R?=R3=R*=0H galna kis.
R'=CHj,; R?=R*=0H; R®=H orcinol

R'=R2=0H; R3=0-B-D-[6'-O-(4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzoil)]-glukopiranozid; R*=OCH,
R'=(E)-4'-metoksi-stiril; R?=R*=0H; R3=H 4'-metoksiresveratrol

Slika 2-11 Strukture fenolnih jedinjenja prisutnih u ispitivanim vrstama podfamilije Polygonoideae
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R'=0-p-D-glukopiranozid; R?=H; R®=COOH rumeksozid OO
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Slika 2-12 Strukture naftalenskih jedinjenja prisutnih u ispitivanim vrstama podfamilije Polygonoideae

R® O OR! ORS O OR!
R5
O, S
R® O R®
R'=R%=R*=R5=H; R?=CH3; R®=OH hrizofanol R'=R3=R*=R5=H; R?=CH; hrizofanol antron, hrizotron
R'=0-B-D-glukopiranozid; R?=CHj; R®=R*=R%=H; R®=0OH R'=R%=R%=H; R?=0H; R*=CH; emodin antron
R'=R3=R*=R%=H; R?=CH3; R®=0-B-D-glukopiranozid R'=R3=R%=H; R?=0CH,; R*=CH, fiscion antron
R'=R%=R*=R%=H; R2=CH,OH; R®=OH aloe emodin R'=R*=R%=H; R?=CH,OH; R%=C-p-D-glukopiranozid aloin, barbaloin

R'=R®=R*=R%=H; R%=CH,00CCH3; R®=0OH
R'=R3*=R*=R%=H; R?=COOH; R®=0OH rein
R'=R3=R%=H; R2=OH; R*=CHj,; R8=OH emodin OH
R'=R%=R%=H; R?=0-p-D-glukopiranozid; R*=CH,; R®=0OH
R'=0-B-D-glukopiranozid; R?=OH; R*=CHj; R®=R%=H; R®=0OH
R'=R®=R%=H; R2=0CH,; R*=CHj; R®=OH fiscion, parietin
R'=0-p-D-glukopiranozid; R?=OCH3; R*=CHjg; R®=R%=H; R®=0H
R'=R®=R%=H; R?=CH,OH; R*=OH; R®=OH citrerozein
R'=R®=R*=R%=H; R?=CH3; R®=0-B-D-glukopiranozid pulmatin
R'=R?=R*=R%=R®=H; R®=0H

R'=R*=R%=R®=H; R?=CH3; R®>=OH

R'=R*=R®=H; R?=R3=0H; R®=CHj

R'=R%=R®=H; R%=R®=0H; R*=CH,OH

R'=R*=R®=H; R?=0CHj; R®=OH; R5=CHj,

R'=R%=R®=H; R?=R*=0H; R®=CH;,

R'=R®=R®=H; R?=R5%=0H; R*=CH; demetilmakrosporin

OH

senozid A senozid B
Slika 2-13 Strukture antrahinonskih i diantronskih jedinjenja prisutnih u ispitivanim vrstama podfamilije Polygonoideae
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2.3 BIOLOSKA AKTIVNOST VRSTA PODFAMILIJE POLYGONOIDEAE

Drugu polovinu XX veka je obelezilo znacajno povecanje interesa za istraZivanja sekundarnih metabolita
biljaka, Sto je dovelo do novih saznanja kako o njihovoj hemijskoj strukturi tako i o njihovim bioloSkim
funkcijama. Pored utvrdivanja puteva njihove biosinteze, sve bolje se shvatala i njihova farmakoloska uloga.
Veliki broj prirodnih proizvoda je uveden u medicinu, ukljucuju¢i mnoge antikancer lekove (paklitaksol, iz
klase vinka alkaloida), antimalari¢ne agense (artemisinin) i lekove protiv demencije (galantamin) (Heinrich
etal 2012).

Konvencionalna medicina se Cesto susreée sa neuspehom u lecenju jednog obolenja jednim lekom. Pored
toga Sto duZa primena leka sa jednim aktivnim sastojkom moZe dovesti do opadanja njegove efikasnosti,
cesto se javljaju i sporedna neZeljena dejstva. Uspeh i prihvatanje iskustava tradicionalnog nacina lecenja
lekovitim biljem, koje je naro€ito razvijeno u Aziji, Africi, Latinskoj Americi kao i srednjoj i isto€noj
Evropi, gde se po nekim procenama oko 80% populacije i dalje leci na taj nacin (Diallo et al. 1999; Salama
and Marraiki 2010; El-Haci er al. 2013), stimulisalo je istraZivanja sa fokusom na otkrivanje novih i
efikasnih lekova biljnog porekla. Danas su veoma aktuelna in vitro i in vivo ispitivanja aktivnih principa
biljaka zasnovana na nauc¢nim principima savremene farmakologije. Ispitivanja fitopreparata i biljnih
ekstrakata moraju zadovoljiti sve zakonske regulative koje se odnose i na konvencionalne lekove. Zbog toga
su istraZivanja u ovoj oblasti veoma kompleksna i put do finalnog biljnog leka veoma dug.

Za tradicionalnu medicinu je karakteristicna i upotreba biljnih mesSavina, ili sirovih ekstrakata sa velikim
brojem potencijalno aktivnih komponenti. Nekoliko logi¢nih objaSnjenja bi se moglo dati za uspeSnost
meSavina ekstrakata u tretmanu jedne bolesti: sirove droge date u kombinacijama mogu delovati
sinergisticki. Dalje, kombinacije mogu da oslabe potencijalne Stetne efekte, jedne ili viSe komponenti. Na
kraju, kombinacija moZe da spre€i postepeno opadanje efikasnosti leka §to je Cesta pojava kada se samo
jedan lek daje na duzi period (T. S. C. Li 2009).

Masovna upotreba lekovitog bilja, i medicinskih preparata na bazi bilja, dovodi u pitanje i dostupnost i
obnovljivost biljnih resursa. Zbog toga se ispitivanja pro$iruju na srodne vrste onima koji se koriste kao
oficinalne biljne droge (T. S. C. Li 2009). U tom smislu je veoma bitno odredivanje koli¢ine aktivnih
komponenti koje se koriste kao standard ili marker kvaliteta sirovog biljnog materijala.

Imajuéi u vidu da su vrste podfamilije Polygonoideae izuzetno bogate sekundarnim metabolitima iz klase
flavonoida (kako je prikazano u prethodnom poglavlju) i to dominantno flavonolima, za koje je utvdeno da
poseduju antioksidantne, antiinflamatorne, antitumorske, antiviralne i antibakterijske sposobnosti, ali i
citoprotektivnu aktivnost kako na krvne sudove i srce, tako 1 na pankreas i jetru (Cazarolli ef al. 2008), jedan
od zadaka ove teze bio je utvrdivanje i medusobno poredenje antioksidantne aktivnosti ekstrakata u nekoliko
in vitro sistema sa razli¢itom produkcijom kiseoni¢nih radikala, NO radikala, odnosno sintetskog DPPH
radikala, kao i utvrdivanje uticaja sekundarnih biomolekula iz ekstrakata na biosintezu lipidnih medijatora
inflamacije. S tim u vezi u ovom poglavlju kratko su prikazane osnove produkcije slobodnih radikala u ¢eliji
kao i endogeni sistemi zasStite. Procesi inflamacije posredovani lipidnim medijatorima takode imaju u osnovi
slobodno-radikalske procese, pa su u narednom delu detaljnije opisani.

Pregled literature o antioksidantnoj, antiinflamatornoj i mikrobioloskoj aktivnosti ispitivanih vrsta
podfamilije Polygonoideae, prikazan je u Poglaviju 2.3.6.
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2.3.1 SLOBODNI RADIKALI U METABOLIZMU CELIJE. NASTANAK OKSIDATIVNOG
STRESA

Oksidativni stres predstavlja poremecaj ravnoteZe izmedu prooksidanasa i antioksidanasa u ¢elijama u korist
prooksidantnog stanja. Smatra se da je ovo stanje povezano sa mnogim patoloskim stanjima (ateroskleroza,
infarkt miokarda, kancer, Parkinsovnova i Alchajmerova bolest, infekcije, hroni¢ni umor i drugim),
(Pordevic¢ et al. 2000; Hermes-Lima 2004a).

Produkcija slobodnih radikala, u prvom redu kiseoni¢nih i azotnih radikala, jeste nezaobilazan proces u
metabolizmu svake ¢elije, jer nastali radikali ucestvuju u regulaciji niza fizioloskih procesa. Metabolisanjem
brojnih ksenobiotika, ukljucujuéi i lekove, mogu se produkovati (pored navedenih) i slobodni radikali
ugljenika i sumpora. Stvaranje toksi¢nih radikala kiseonika obuhvata redukciju molekulskog kiseonika do
superoksidnog anjona, a posle toga enzimsku konverziju do vodonik-peroksida ili reaktivnih slobodnih
radikala kao Sto su hidroperoksil i hidroksil radikali (kao najreaktivniji) i singletni kiseonik. Ovi reaktivni
radikali kiseonika su citotoksi¢ni jer mogu da oStete biomolekule sa kojima stupe u kontakt (lipidi,
nukleinske kiseline, proteini), ili da izazovu lipidnu peroksidaciju. Lipidna peroksidacija polinezasi¢enih
masnih kiselina zapoc€inje reaktivnim metabolitima ksenobiotika ili reaktivnim radikalima kiseonika koje
stvaraju takvi metaboliti. Lipidni radikali mogu da grade lipidne peroksiradikale koji grade lipidne
hidroperokside. Ova lan¢ana reakciona kaskada peroksida na kraju moZe da zahvati ve¢i deo membranskih
lipida. Do oStecenja ¢elije i kona¢no njene smrti moZe da dode posle promena u propustljivosti membrane ili
nakon reakcija proizvoda lidine peroksidacije sa proteinima (Pordevi¢ et al. 2000; Hermes-Lima 2004b).

Celije se &tite od toksi¢nog dejstva slobodnih radikala pomoc¢u antioksidantnih sistema zastite.
Antioksidantom se smatra svaka supstanca koja kada je prisutna u niskoj koncentraciji u poredenju sa
oksidabilnim supstratom, znacajno smanjuje ili spreava oksidaciju tog supstrata. Postoji viSe nivoa
antioksidantnog delovanja. Enzimi poput superoksid-dismutaze, glutation-peroksidaze, katalaze, ali i
endogeni neenzimski sistemi kao §to su redukovani glutation, vitamin E, vitamin C, albumin, bilirubin,
mokraéna kiselina, dihidroliponska kiselina i mnogi drugi biomolekuli direktno uklanjaju produkovane
slobodne radikale. Se-zavisna glutation-peroksidaza, zatim transferin i ceruloplazmin sprecavaju
propagaciju slobodno radikalskih procesa. Kompartmentizacija kao i dejstvo mnogih proteina (transferin i
ceruloplazmin, feritin koji vezivanjem onemogucavaju ucesce prelaznih metala u Fentovoj reakciji), mogu
da sprece endogeno stvaranje slobodnih radikala. Poslednji nivo antioksidantne zaStite podrazumeva
reparaciju nastalog oksidativhog oSte¢enja biomolekula pomoc¢u enzima kao Sto su DNK-ligaze, DNK-
polimeraze, glutation peroksidaza, fosfolipaza A, i mnogi drugi (Halliwell and Gutteridge 2007).

Pored endogenih sistema odbrane, znac¢ajan doprinos za$titi organizma ima i unos egzogenih antioksidanta.
Naime, kako bi se ¢elije odrZavale u redukovanom statusu i ocuvale od oksidativnog stresa najbolje je unositi
antioksidante prirodnog porekla (flavonoidi i druga fenolna jedinjenja, f-karoten) ili farmakoloski aktivne
supstance (nesteroidni antiinflamatorni lekovi, blokatori kalcijuma, alopurinol i drugi). Koncept zdrave
ishrane i funkcionalne hrane u prevenciji nastanka mnogih bolesti u c¢ije je mehanizme ukljucen
slobodnoradikalski proces, veoma dobija na znacaju poslednjih decenija.

2.3.1.1.1 Flavonodi kao antioksidantni agensi

Brojne su publikacije koje dokazuju antioksidantno delovanje flavonodinih biomolekula. Flavonoidi mogu
da deluja na svim nivoima antioksidantne zaStite odnosno, mogu da sprece nastanak kiseoni¢nih vrsta
ihibicijom enzima uljucenih u njihovu produkciju, ili heliranjem prelaznih metala. Na helatorne sposobnosti
utice struktura molekula flavonoida (Slika 2-14). Utvrdeno je da je narocito znaCajno prisustvo kateholske
strukture u B-prstenu. Dalje, mogu da neutraliSu prisutne reaktivne kiseoni¢ne radikale (npr.
superoksidanjon, peroksil, alkoksil i hidroksil radikal) transferom atoma vodonika na ove radikale (Slika
2-14). Za ovu aktivnost od narocitog znacaja je prisustvo pirogaloil grupe u B prstenu, ali i prisustvo
hidroksilne grupe u poziciji -3 (Pietta 2000).
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Slika 2-14 Antioksidantno dejstvo flavonoida: a) putem heliranja metala; b) transferom atoma vodonika(Pietta 2000)

2.3.2 METABOLITI ARAHIDONSKE KISELINE - MEDIJATORI INFLAMACIE

Razlicite vrste oStecenja organizma, prisustvo patogena, oStecanja proizvedena hemijskim supstancama, UV
zraCenje, toplota i drugi agensi, mogu da pokrenu odbrambene odgovore organizma. Medutim, ponekad
odbrambeni odgovor moZe da se pokrene i neprikladno, protiv za organizam bezazlenih supstanci kao $to je
polen (polenska groznica) ili protiv tkiva samog organizma (u autoimunim stanjima). U tom slucaju
medijatori inflamacije postaju deo razvoja oboljenja Sto je slucaj kod akutne anafilakse, ili hroni¢nih
zapaljenskih procesa kakvi su astma, reumatoidni artritis ili ateroskleroza. Tada je potrebno koristiti
antiinflamatorne, ili imunosupresivne lekove (Rang et al. 2003).

Znacajni medijatori zapaljenja oslobodeni iz Celija su eikozanoidi, histamin, PAF (platelet activating factor),
NO (azot monoksid), neuropeptidi i citokini. Njihova uloga jeste da kontrolisu ili moduliSu odbrambene
odgovore organizma. Sagledavanje nacina interakcija celija i medijatora od velikog je znafaja za
razumevanje mehanizama delovanja lekova koji uti€u na inflamatorne i imune odgovore, kao i njihove
klinicke primene.

Veliki broj savremenih antiinflamatornih lekova deluju bar jednim delom tako Sto oteZavaju sintezu
eikozanoida.

Termin eikozanoidi (lat. eicosa) sa zna¢enjem dvadeset, opsti je naziv za grupe bioloski aktivnih molekula
proisteklih iz enzimske razgradnje C-20 masnih kiselina, prvenstveno arahidonske kiseline, a obuhvata
prostaglandine, tromboksane i leukotriene (Dewick 2009), kao i produkte njihovog metabolizma (lipoksini,
hepoksilini, trioksilini, protektini itd.). U nastavku teksta bi¢e objaSnjena nomenklatura, biosinteza, kao i
fizioloska uloga ovih klasa eikozanoida.

Principi semi-sistematske nomenklature prostaglandina (PG), odnose se na oznacavanje biosintetskog
porekla prostaglandina brojem, u indeksu sa leve strane. Na osnovu indeksa razlikujemo 3 serije: serija 1 -
vodi poreklo od razgradnje dihomo-y-linolenske kiseline (20:3*%'"'*); serija 2 od razlaganja arahidonske
kiseline (20:4*>%''%) a serija 3 od eikozapentaenske kiseline (20:5*%'""'*!") U strukturi prostaglandina ove
razlike u serijama se manifestuju u razli¢itim boénim nizovima R' i R?, hipoteti¢ke prostanske kiseline, a
broj serije poklapa i sa brojem dvostrukih veza u bo¢nim nizovima (Slika 2-15). Oznake A, B, C, D, E, F, G,
H i1 se odnose se na razlicit tip supstitucije na ciklopentanskom prstenu, kao Sto je prikazano na istoj slici.
Oznake o i f, ako su prisutne, odnose se na konfiguraciju na C-9 hiralnom centru.
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Slika 2-15 Semi-sistematska nomenklatura prostaglandina (Dewick 2009)

Leukotrieni (LT), prvi put izolovani iz leukocita, su takode proizvodi katabolizma C-20 kiselina, sa
konjugovanom trienskom grupom u bo¢nom nizu. U nomenklaturi leukotriena broj u indeksu oznacava broj
dvostrukih veza u lancu, pa tako niz intermedijera nastalih iz arahidonske kiseline imaju oznake LTC,, LTD,
i LTE,, a analozi nastali iz eikozatrienske kiseline, LTAj;, odnosno iz eikozapentaenske kiseline, LTAs.

2.3.2.1 Biosinteza prostanoida (prostaglandini i tromboksani) i leukotriena

Eikozanoidi se za razliku od drugih medijatora (npr. histamina) ne nalaze u tkivima, ve¢ nastaju po potrebi u
¢elijama de novo biosintezom iz fosfolipida. Veliki broj stimulusa moZe da izazove oslobadanje arahidonske
kiseline iz ¢elijske membrane i time inicira biosintezu eikozanoida. U zavisnosti od tipa Celije, stimulusi
mogu biti: trombin za trombocite, C5a za neutrofile, bradikinin za fibroblaste, reakcija antigen-antitelo za
mastocite (Rang et al. 2003). Takode, ovaj proces moZe biti pokrenut usled oStecenja celije. Oslobodena
arahidonska kiselina moZe da se metaboliSe na nekoliko nacina. Dejstvom ciklooksigenaze (enzim
prostaglandin H sintaza) pokrece se biosinteza prostaglandina i tromboksana; a dejstvom razli¢itih
lipooksigenaza nastaje serija leukotriena, lipoksina i drugih lipidnih medijatora.

Kljuéni enzim u biosintezi prostaglandina i tromboksana je prostaglandin H sintaza. Ovaj enzim, po
strukturi homodimer, ima dva kataliticka centra, jedan sa ciklooksigenaznom, a drugi sa peroksidaznom
aktivno$¢u i1 hemom kao prosteticnom grupom, zbog cega se prostaglandin H sintaza obi¢no naziva
ciklooksigenaza ili COX enzim. Na prvom aktivnhom centru, za molekul arahidonske kiseline vezuju se dva
molekula kiseonika, §to vodi nastanku intermedijera PGG, sa cikloperoksidnom funkcionalnom grupom
vezanom za petoélani prsten i peroksidnom funkcionalnom grupom u boénom nizu R* (Slika 2-16). Na
drugom aktivnom centru ovog enzima, dolazi do dvoelektronske redukcije acikli¢nog peroksida do alkoholne
funkcionalne grupe, a nastali intermedijer oznacava se sa PGH, (Tsai et al. 1992; Davidge 2001).

Za pokretanje ciklooksigenazne faze enzimske reakcije presudnu ulogu ima tirozinski ostatak u aktivhom
centru (Tyr385), §to je potvrdeno u reakcijama inhibicije ovog enzima tetranitrometanom koji selektivno
inhibira ciklooksigenaznu aktivnost (Tsai et al. 1992), odnosno sintezom mutantnog Y385F enzima sa
promenom na mestu tirozinskog ostatka (Marnett et al. 1999), koja je takode dovela do selektivne inhibicije
ciklooksigenaznog centra. Tacnije, klju¢na faza je formiranje tirozil radikala, koji vr§i apstrahovanje
vodonikovog atoma 13-pro-S, sa molekula arahidonske kiseline vezanog za enzim, ¢ime nastaje reaktivni
intermedijer - radikal arahidonske kiseline koga napada molekulski kiseonik (Marnett et al. 1999; Tsai et al.
1992). Formirani peroksil radikal nastavlja kaskadu radikala u sukcesivnim reakcijama gradenja ciklicnog
peroksida, a zatim i zatvaranja ciklopentanske strukture. U reakciji sa jo§ jednim molekulom kiseonika
nastaje intermedijerni hidroperoksid PGG,. Hidroksilna grupa iz Ser530 1 ostatak Val349 su najverovatnije

32



Doktorska disertacija

odgovorni za diktiranje stereohemije napada kiseonika na C15 pri gradenju PGG, (C. Schneider et al. 2002;
Simmons et al. 2004). Peroksidaznom aktivnos¢u enzima formirace se PGH,.

Inhibicija ovog enzima nesteroidnim antiinflamatornim lekovima, zasniva se upravo na promenama na
ciklooksigenaznom katalitickom centru.
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Slika 2-16 Biosinteza prostaglandina. Enzimi: E1) ciklooksigenaza (COX); E2) peroksidaza; EI1+E2) prostaglandin H sintaza; E3)
prostaglandin F sintaza; E4) prostaglandin 1 (prostaciklin) sintaza; E5) prostaglandin E sintaza (PGES); E6) prostaglandin D
sintaza; E7) prostaglandin E2 9-reduktaza.

COX enzim se javlja u dve izoforme, COX-1 i COX-2. Smatra se da ciklooksigenaze COX-1 i COX-2 imaju
razlicitu fiziolosku ulogu, zbog znacajnih razlika u ekspresiji i regulaciji. COX-1 je konstitutivni enzim
gotovo svih celija. Bitan je za produkciju prostaglandina koji su znacajni u homeostazi, odrZavanju
integriteta sluznice Zeluca, prosreduje u pravilnom funkcionisanju trombocita, regulaciji protoka krvi u
bubrezima. Nasuprot tome COX-2 je inducibilni enzim ¢ija je ekspresija posebno regulisana. Pri bazalnim
uslovima ekspresija COX-2 je veoma ograni¢ena, medutim produkcija ovog enzima dramati¢no raste u toku
inflamacije. U sinovijalnoj te€nosti pacijenata sa reumatoidnim artritisom prisutna je visoka koli¢ina COX-2.
Na model sistemima Zivotinja sa inflamatornim artritisom aktivnost COX-2 raste uporedo sa porgresijom
klinicke upale kao i sa povecanjem produkcije PG. U in vitro eksperimentima pokazana je povecana
ekspresija COX-2 posredovana delovanjem proinflamatornih citokina (IL-1) i tumor-nekrozis faktora alfa
(TNF-a)) u mnogim tipovima ¢elija, ukljucujuéi sinoviocite, endotelijalne ¢elije, hodrocite, osteoblaste, kao i
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monocite/makrofage. Druga znacajna razlika izmedu ova dva izoenzima jeste smanjena ekspresija COX-2
kao odgovor na glukokortikoide. Potvrdena je veza izmedu aktivnosti COX-2 i razvoja nekih vrsta humanog
kancera, posebno raka debelog creva. Kljuc¢na strukturna razlika u aktivom centru COX-1 i COX-2 je izmena
[le523 iz COX-1 valinom Val523 u COX-2. Ova varijacija prosiruje hidrofobni dzep u COX-2 izoenzimu,
Sto je iskoris¢eno u dizajnu COX-2 selektivnih lekova (Kurumbail ef al. 1996). Ovim se postigla bolja
efikasnost u kontroli inflamatornih procesa smanjenjem neZeljenih efekata izazvanih inhibicijom
konstitutivnog COX-1 enzima (Crofford 1997). Na osnovu stukture enzima COX-1 i COX-2, pretpostavlja
se da se oba enzima nalaze u lumenu endoplazmati¢nog retikuluma (ER) ili lumenu jedarnog omotaca
(Simmons et al. 2004). U radu V. L. Schuster 2002, navodi se da na ovim enzimima sintetisan PGH,
difunduje kroz membranu ER i biva preveden u polarnije prostanoide, enzimima lokalizovanim u citoplazmi
u neposrednoj okolini ER.

Intermedijer PGH, je vrlo nestabilan i predstavlja mesto grananja u biosintezi razlicitih prostanoida (Slika
2-16). Reduktivnim otvaranjem prstena nastaje prostaglandin PGF,,. Raskidanjem ciklicnog peroksida na
biradikal otvara se put ka nastanku izomernih prostaglandina PGE, i PGD,. Bicikli¢ni sistem u
prostaglandinu PGI, (prostaciklin), nastaje u reakciji katalizovanoj enzimom iz klase citohrom P450-
zavisnog enzima, prostaciklin sintaze, Slika 2-16.

Tromboksani se biosintetiSu sporednom granom iz zajednickog prekursora prostaglandina, intermedijera
PGH,, transformacijama na cikloperoksidnoj funkcionalnoj grupi i ciklopentanskom prstenu ovog
intermedijera, §to vodi nastanku ¢etvoroclanog oksetanskog prstena u intermedijeru TXA, (Slika 2-17). Kao
sporedni proizvod u ovoj enzimom (tromboksan A, sintaza) katalizovanoj reakciji nastaje i ekvimolarna
koli¢ina hidroksiheptadekatrienske kiseline (12-HHT), kao i malonildialdehid (2, 1, SI. 2-12, respektivno).
TXA; u vodenoj sredini podleZe spontanoj transformaciji u inaktivan, hemiacetatni tromboksan B,.
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Slika 2-17 Biosinteza tromboksana. Jedinjenja: 1) malonildialdehid; 2) 12-hidroksi-5,8,10-heptadekatrienska kis.(12-HHT) Enzim:
E1) tromboksan A, sintaza.

Biosinteza leukotriena iz arahidonske kiseline, putem 5-lipoksigenaznog puta, prikazana je shematski, Slika
2-18. Arahidonska kiselina se prevodi u hidroperoksid (5-HPETE), oksidacijom na C-5 ugljenikovom atomu,
delovanjem 5-lipooksigenaze (5-LOX). Izdvajanjem molekula vode, nastaje epoksidni prsten u veoma
nestabilnom intermedijeru ozna¢enom sa LTA,, od kojeg nastaju LTB, - hidrolizom alilnog epoksida uz
nukleofilnu adiciju molekula vode, ili LTC,4, - nukleofilnim napadom tiola (glutationa) na epoksidnu
funkciju. Parcijalnom hidrolizom glutationske jedinice nastaje izuzetno fizioloski aktivan LTD, intermedijer,
iz kojeg daljom hidrolizom bo¢nog niza nastaje znatno manje aktivan LTE,.
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Enzim 5-lipooksigenaza (5-LOX) prisutan je jedino u mijeloidnim ¢elijama (polimorfonuklearnim
leukocitima, u mastocitima i makrofagama), (Ford-Hutchinson 1991), a aktivira ga membranski vezan
protein FLAP (five-lipoxygenase-activating protein) koji je zaduZen za premeStanje 5-LOX iz citosola do
membrane (Muller 1994).

.
oo

(%
— — COQH E1 — E ] 002H —_— (-’O’OH COQH
GO = OO0 — O

arahidonska kis. 5-HPETE
HO Hzg E1} o
NN CoH B2 SO COH
— OH _
LTB. LTA glutation
’ “ E3f
OH OH on
— = - COZH& =~ = . CO,H E4 = _ ) COLH
_ /S -Gly — /,S Glu . A I/S
1 ' .
LTE, H,N™ > COH LTD, HZN:’\”/NVCOZH HOZCMHJ\’(NVCOQH
© NH, " Ol
LTC4 Glu | Cys | Gly

Slika 2-18 Biosinteza leukotrijena. Enzimi: EI) 5-lipoksigenaza, 5-LOX; E2) LTA,hidrolaza; E3) LTC,sintaza; E4) y-
glutamiltranspeptidaza; ES) dipeptidaza.

Pored 5-LOX, identifikovane su i druge lipoksigenaze, medutim, samo 5-HETE intermedijeri vode nastanku
leukotriena. Lipoksigenaze su citosolni enzimi prisutni u plu¢ima, trombocitima, mastocitima i leukocitima.
U pitanju je familija strukturno veoma srodnih enzima koji sadrZze ne-hemsko gvozde, i uvode kiseonik u
polinezasi¢ene masne kiseline, na pozicijama 5, 12 ili 15 (na osnovu ¢ega je izvrSena klasifikacija na 5-LOX,
12-LOX i 15-LOX). Primarni produkti ovih klasa enzima su 5-, 12- i 15-hidroperoksieikozatetraenske
kiseline (HPETEs), sa S-konfiguracijom na novonastalom hiralnom centru, usled visoke enantioselektivnosti
ove reakcije (I. Schneider and Bucar 2005). Studije su dokazale postojanje nekoliko 12(S5)-LOX izoenzima u
zavisnosti od tipa ¢elija u kojima su ekspresovani (trombocitni-tip, leukocitni-tip, epidermalni-tip), kao i
12(R)-lipooksigenazu. Dve izoforme enzima 15(S)-lipoksigenaze (15-LOX-1 i 15-LOX-2) su do sada
izolovane, prva iz retikulocita, eozinofila i epitela traheje, a druga iz folikula kose i epidermalnih ¢elija (1.
Schneider and Bucar 2005). Dok 15-LOX-1 enzim produkuje oko 90% 15-HPETE proizvoda i 10% 12-
HPETE, 15-LOX-2 izoforma produkuje samo 15-HPETE koriste¢i pri tome iskljucivo arahidonsku kiselinu
kao prekursor (Dobrian et al. 2011).

Nastali hidroperoksidni produkti (HPETEs) se dalje redukuju do odgovarajuc¢ih hidroksieikozatetraenskih
kiselina (HETES), ali mogu biti prekursori za nastanak i drugih klasa sekundarnih lipidnih medijatora kao Sto
su lipoksini, hepoksilini i triokisilini (Slika 2-19). Aktivnos$¢u 12-LOX enzima pored 12-HPETE i 12-HETE
metabolita, produkuju se i hepoksilini koji se strukturno razlikuju od ostalih medijatora po tome §to nemaju
konjugovane dvostrukte veze. 12-HPETE moZe biti preveden u bioloski aktivni produkt 8-hidroksi-11,12-
epoksieikozatriensku  kiselinu (hepoksilin A3, HXA;) ili inaktivni oblik  10-hidroksi-11,12-
epoksieikozatriensku kiselinu (hepoksilin B;, HXB;). Enzimskom razgradnjom epoksidne funkcije,
hepoksilini se prevode u odgovarajuce trioksiline (sa tri hidroksilne grupe u strukturi), (Dobrian ef al. 2011).

Sli¢no tako i iz 15-HPETE intermedijera moZe da nastane nekoliko tipova sekundarnih metabolita kao §to su
hidroksiepoksieikozatrienske kiseline (HEETAs) ili tri-hidroksi eikozatrienske kiseline (THETAs,
trioksilini). Lipoksini (trihidroksitetraenske strukture), sa karateristicnom potpunom konjugacijom tetraenske
strukture, su jo§ jedna bioloSki aktivna klasa sekundarnih lipidnih medijatora nastala sukcesivnim
delovanjem 15-LOX i 5-LOX (Slika 2-19). Leukociti produkuju dve grupe lipoksina, LXA, i LXB,.
Lipoksini mogu da nastanu u istoj ¢eliji ili transcelularno (ukljucujuéi razlicite tipove Celija koje ekspresuju
razli¢ite LOX izoforme; kao u slucaju nastanka lipoksina u trombocitima delovanjem 12-LOX na LTA,, koji
je biosintetisan u neutrofilima) (Dobrian et al. 2011).
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15-LOX-1 i epidermalna 12-LOX izoforma (e12-LOX) mogu da metabolisu i druge masne kiseline nakon
njihovog oslobadanja iz ¢elijske membrane. Metabolisanjem linolenske kiseline nastaje 13-HPODE
(hidroperoksioktadekadienska kiselina) koja prelazi u 13-HODE (hidroksioktadekadiensku kiselinu).
Dokozaheksaenska kiselina (22:6) mozZe biti supstrat 15-LOX-1 enzima koji ¢e metabolisati ovu ®-3 masnu
kiselinu do hidroperoksi derivata koji se brzo transformiSu u dva epoksi intermedijera. 5-LOX prevodi ove
intermedijere u rezolvin D seriju. Takode, epoksi inermedijeri mogu biti prevedeni u protektine, delovanjem
epoksidaza (Dobrian et al. 2011). Rezolvini su produkti metabolizma ®-3 polinezasi¢enih masnih kiselina, i
to 22:6 kiselina daje D-seriju rezolvina, a 20:5 kiselina produkuje E-seriju rezolvina.
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Slika 2-19 Produkti 12-LOX i 15-LOX biosintetskih puteva. Enzimi: EI i E2) razlicite izoforme enzima 12LOX i 15LOX, E3)
hepoksilin sintetaza, E4) epoksid hidrolaza. Klase sekundarnih lipidnih medijatora: HPETE-hidroperoskieikozatetraenske kiseline,
THETA-trihidroksieikozatrienske kiseline; HEETA-hidroksiepoksieikozatrienske kiseline

2.3.2.2 Fiziolosko dejstvo eikozanoida:

Eikozanoidi deluju kao parakrini ili autokrini hormoni, vezujuéi se za odgovarajuce receptore na ciljnim
¢elijama, u neposrednoj okolini celije iz koje su nastali. Na ciljne celije deluju preko odgovarajucih
receptora. Prema novijoj literaturi identifikovano je osam prostanoidnih receptora, a po tipu su svi G-protein
zavisni receptori (Woodward et al. 2011), ekspresovani na razli¢itim tipovima celija. IP, EP,, EP, i DP; su
Gs-protein zavisni receptori povezani sa cGMP signalnim putem u ciljnoj ¢eliji, dok su EP,, FP, TP receptori
povezani sa mobilizacijom Ca®* jona preko Gq, Gi i jo§ neidentifikovanih G proteina (Whittle e al. 2012).
Postoji 1 nekoliko varijanti EP; receptora, koji se mogu vezivati za inhibitorni Gi ili stimulatorni Gs receptor.
Za leukotriene B, (ali 1 njima srodne hidroksikiseline) postoji posebna klasa receptora oznacenih sa BLT, i to
BLT, i BLT, receptori (Brink et al. 2003). Njihovom aktivacijom pokrece se signalni put oslobadanjem
inozitol tri fosfata (IP;) i poveéanjem koncentracije citosolnog Ca** (Rang et al. 2003). Za cisteinil-
leukotriene (LTC,, LTD,, LTE,) postoji specifi¢na grupa receptora nazvana CysLT-receptori (CysLT; i
CysLT; i CysLT;) (Dahlen 2000).

PoluZivot vecine prostaglandina u cirkulaciji kraéi je od jednog minuta (Rang et al. 2003). Da bi prestalo
delovanje ovih medijatora potrebno je da dode do njihove razgradnje, pri ¢emu su enzimi za katabolizam
prostanoida pronadeni jedino unutar ¢elija, ali ne i u krvi i meducelijskom prostoru (V. L. Schuster 1998).
Katabolizam prostanoida, moZe da se odvija unutar Celije nakon preuzimanja ovih medijatora kroz
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odgovarajuce nosace (PGTs), (V. L. Schuster 2002). Sledi njihova brza inaktivacija od strane prostaglandin
specifiCnih enzima, ili spora inaktivacija posredstvom enzima za oksidaciju masnih kiselina. Prostaglandin
specifini enzimi su prisutni u visokoj koncentraciji u plu¢ima, a 95% infundovanih PGE,, PGE, i PGF,, se
inaktivira prilikom prvog prolaza kroz plu¢a (Rang et al. 2003).

Prostanglandini uticu na ve¢inu tkiva, izazivajucu razlicite efekte: PGE,, delovanjem preko EP;-receptora
izaziva inhibiciju sekrecije Zeludacne kiseline, povecanje sekrecije Zeludacnog mukusa, inhibiciju lipolize,
inhibiciju oslobadanja autonomnih neurotransmitera i stimulaciju kontrakcije gravidnog humanog uterusa,
kao i kontrakciju intestinalnih glatkih miSi¢a. Putem EP;-receptora izaziva kontrakciju bronhijalnih i
gastrointestinalnih glatkih miSi¢a, a preko EP,-receptora izaziva bronhodilataciju, vazodilataciju, relaksaciju
gastrointestinalne glatke muskulature ili stimulaciju sekrecije intestinalne tec¢nosti (Rang et al. 2003).

PGD, izaziva vazodilataciju, relaksaciju gastrointestinalne muskulature, relaksaciju uterusa, inhibiciju
agregacije trombocita i vr$i modifikaciju sekrecije hormona hipotalamusa i hipofize. Delovanjem na TP-
receptore izaziva bronhokonstriktorni efekat (Rang et al. 2003).

PGF,, izaziva kontrakciju miometrijuma kod ljudi (Rang et al. 2003).

PGI, izaziva vazodilataciju, inhibiciju agregacije trombocita, sekreciju renina i natriurezu dejstvom na
tubularnu reapsorpciju Na* (Rang er al. 2003).

Prostaglandini A, B i C su neaktivni degradacioni produkti (Dewick 2009).

U oblastima akutnog zapaljenja, prvenstveno se mogu detektovati PGE, i PGI,, kao produkti lokalnog tkiva i
krvnih sudova i PGD, poreklom iz mastocita. U hronicnom zapaljenju, monociti i makrofage takode
oslobadaju PGE, i tromboksan A,. Kao mo¢ni vazodilatatori ovi medijatori u sadejstvu sa histaminom i
bradikininom, na nivou prekapilarnih arteriola doprinose pojavi crvenila i pojacanom protoku krvi u
oblastima akutnog zapaljenja (Rang et al. 2003). Prostaglandini E serije ukljueni su i u proces nastanka
groznice, a utvrdeno je da se povecanje telesne temperature izazvano endogenim izaziva¢ima (citokinima)
odvija preko PGE, medijatora, pa se i antipireti¢ko delovanje nesteroidnih antiinflamatornih lekova (NSAIL)
objasnjava inhibicijom sinteze PGE, u hipotalamusu.

Tromboksani su prvi put izolovani iz trombocita. Dok TXA, pokazuje veoma znacajnu bioloSku aktivnost,
TXB, je prakti¢no inaktivan. TXA, je stimulator vazokonstrikcije i agregacije trombocita. Agregacija
trombocita u svhu nastanka cepa ili tromba je izazvana povecanom citoplazmatskom koncentracijom
kalcijuma, koja dovodi do deformacija trombocita i njihovog povezivanja. TXA, ima suprotan efekat
prostaglandinu PGI,, i pretpostavlja se da proces tromboze ima veze sa disbalansom ova dva eikozanoida.
Oba intermedijera poti¢u od istog prekursora PGH,, koji se u trombocitima konvertuje u TXA,, dok se u
zidovima kapilara prevodi u PGIl,. Nemogucnost sinteze fizioloSki aktivnih tromboksana, zbog njihove
izuzetne nestabilnosti, oteZava njihovu upotrebu u medicini pa su ispitivanja usmerena ka pronalaZenju
antagonista tromboksana u cilju spreavanja agregacije trombocita kod pacijenata sa trombozom. Upotreba
aspirina u prevenciji kardiovaskularnih bolesti vezana je za inbiciju biosinteze tromboksana A, u
trombocitima (Dewick 2009).

Leukotrieni su ukljuc¢eni u alergijski odgovor organizma, kao i inflamatorne procese. Antigen-antitelo
interakcija moZe izazvati oslobadanje medijatora hipersenzitizacije i to histamina i jedinjenja anafilakse
(SRSA) koji predstavljaju smeSu leukotriena LTC,, LTD4 i LTE, u stanjima polenske groznice i astme.
Navedeni cisteinil leukotrieni veoma su snazni bronhokonstriktori i vazokonstriktori, koji indukuju sekreciju
mukusa, $to su tipini simptomi astme. LTE, je mnogo manje aktivan u odnosu na LTD,. LTB, je snazan
hemotaksicki agens, znaCajan za olakSavanje migracije leukotriena (neutrofila i makrofaga) u toku
inflamacije, $to je primeceno u stanjima psorijaze, ulcerativnog kolitisa (inflamatornog oSteéenja creva) i
reumatoidnog artritisa (Dewick 2009). LTB; kod neutrofila izaziva ushodnu regulaciju membranskih
adhezionih molekula i povecava stvaranje toksi¢nih produkata kiseonika i oslobadanje granula sa enzimima.
Kod makrofaga i limfocita stimuliSe proliferaciju i oslobadanje citokina (Rang et al. 2003).

Ispitivanja bioloskih efekata leukotriena na nivou celije mogla bi da doprinesu razvoju faktora kontrole
alergijskih i inflamatornih reakcija. Lekovi koji inhibiraju produkciju LTC, i LTB4 su u fazi klinickih
ispitivanja, dok se montelukast i zafirlukast koriste oralno kao antagonisti CysLT-receptora u prevenciji
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astme (Dewick 2009). Moguca je uloga cisteinil-leukotriena u kardiovaskularnim promenama tokom akutne
anafilakse. Postoji potreba za pronalaZenjem inhibitora 5-lipooksigenaze kao antiastmatickih i
antiinflamatornih agenasa.

12(S)-HETE, metabolit 12-LOX puta, ima znacajnu ulogu u patogenezi psorijaze. StaviSe, izvestan broj
pojava primecenih kod bolesti koZe barem delimicno moZe da se dovede u vezu sa produkcijom ovih
intermedijera (I. Schneider and Bucar 2005). Takode 12-lipooksigenazni put je povezan sa regulacijom
progresije tumora, angiogenezom i metastazama. Veliki broj studija je ukazao na potencijalni znacaj 12(S)-
HETE u olakSavanju formiranja metastaza tumora. Pove¢ana ekspresija 12(S)-lipooksigenaze je utvrdena pri
kanceru prostate, pankreasa, kanceru dojke i kanceru pluca; kao i to da je ekspresija ovog enzima u korelaciji
sa klinickim stanjem bolesti (Nie and Honn 2002).

In vitro ispitivanja ukazuju da 15-LOX moze biti ukljucen u ateroskleroticne procese i to u primarnoj fazi,
zbog mogucénosti oksigenacije masnih kiselina u lipoproteinima (LDL), (Cornicelli and Trivedi 1999; Dailey
and Imming 1999).

Lipoksini, proizvodi aktivnosti 5 i 15-lipoksigenaze u leukocitima, deluju posredstvom specifi¢nih receptora
smeStenih na polimorfonuklearnim leukocitima i njihovo dejstvo se suprotstavlja dejstvu leukotriena LTB,,
pa bi ova jedinjenja mogla imati ulogu stop signala u nekim zapaljenskim procesima (Rang et al. 2003).
Naime, vezivanjem LXA, za polimorfonuklearne leukocite inhibira se hemotakti¢ki odgovor i degranulacija
u ovim Celijama, izazvana dejstvom LTB,. Kompeticijom za mesta na receptorima, LXA, inhibiraju
vazokonstrikciju indukovanu LTD, leukotrienima. Inhibicijom migracije i adhezije neutrofila i eozinofila,
lipoksini deluju kao regulatori inflamacije. Ovakva, antiinflamatorna funkcija lipoksina nije prime¢ena kod
ostalih lipidnih medijatora i mogla bi imati velik potencijal u tretmanu astme. Pokazano je da se udisanjem
lipoksina LXA, sprec¢ava kontrakcija disajnih puteva.

Uloga hepoksilina nije u potpunosti razja$njena, mada je uocena povecana produkcija ovih medijatora kod
bolesti koZe kao §to je psorijaza. Hepoksilin A3 moZe indukovati receptor zavisnu mobilizaciju Ca®* iz
endogenih rezervi u neutrofilima i time dovesti do aktivacije Ca**-zavisne fosfolipaze A, kao i translokaciju
5-lipoksigenaze ¢ime se izaziva sinteza i oslobadanje leukotriena. Hepoksilini mogu delovati autokrino (kao
intracelularni glasnici) ili parakrino (u regulaciji aktivacije leukocita). HXB; je povezan sa stimulacijom
sekrecije insulina, kao i sa poboljSanom permeabilno$¢u kapilara izazvanom ubrizgavanjem bradikinina i
PAF pod kozu. Uprkos ¢injenici da su saznanja o bioloskoj ulozi hipoksilina i trioksilina tek u povoju,
povecane koli¢ine ovih sekundarnih medijatora u oSte¢enjima koZe izazvanim psorijazom, ukazuju na njihov
potencijalni znacaj kao modulatora u inflamatornom odgovoru koze (Schroder, 1999). Takode je utvrdeno da
prekomerna ekspresija epidermalne 12-LOX kao i produkata ovog enzima hepokslina, na ¢elijskoj liniji 3T3-
L1 pre-adipocita, simuliSe adipogenezu (Dobrian ef al. 2011).

E-serija rezolvina je uklju¢ena u pravilno funkcionisanje granulocita, kao i smanjenu sekreciju
proinflamatornih citokina. Produkcija protektina takode je u vezi sa aktivno$éu 15-LOX. Ovi medijatori
verovatno su ukljuceni u reparaciju oStecenja mukoze kod astme, ali mogu ispoljiti protektivan efekat nakon
ishemi¢nog oStec¢enja bubrega (Levy 2010).

2.3.2.3 Inhibitori u sintezi lipidnih medijatora inflamacije

Kontrola produkcije lipidnih medijatora postiZe se upotrebom antiinflamatornih lekova. Mesta delovanja
ovih lekova, shematski su prikazana na slici (Slika 2-20, Rang ez al. 2003). Kao $§to je prikazano, dejstvo
antiinflamatornih lekova koji su danas u wupotrebi usmerno je ka inhibiciji COX-1 (nesteroidni
antiinflamatorni lekovi, NSAIL ili steroidni — glukokortikoidi), odnosno selektivnoj inhibiciji COX-2 (iz
klase NSAIL), inibiciji 5-LOX, inhibiciji FLAP proteina, inhibiciji LT receptora i inhibiciji PLA,.
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Slika 2-20 Metabolizam arahidonske kiseline - mesta delovanja antiinflamatornih lekova (Rang et al. 2003)

Antiinflamatorni lekovi imaju znacaj uspeh u leCenju akutnih inflamacija medutim, nisu se pokazali
uspeSnim u terapiji hroni¢nih inflamatornih bolesti kao §to su bronhitis, reumatoidni artritis, osteo artritis,
zatim ulcerativni kolitis i Kronova bolest (bolesti creva izazvane inflamacijom). Neki od lekova kao §to su
Vioxx i Celebrex su i povuceni iz upotrebe, zbog brojnih sporednih efekata prilikom njihove dugotrajne
upotrebe (Yoon and Baek 2005). Sa druge strane, epidemioloske studije su pokazale da upotreba namirnica
bogatih polifenolima moze da smanji pojavu hroni¢nih inflamatornih bolesti. Zbog toga su sekundarni
metaboliti biljaka, odnosno biljni ekstrakti znacajni za ispitivanja usmerena ka iznalaZenju novih generacija
antiinflamatornih lekova.

2.3.2.3.1 Flavonoidi kao antiinflamatorni agensi

In vivo 1 in vitro antiinflamatorna aktivnost flavonoida, objasnjava se putem nekoliko moguc¢ih mehanizama
delovanja. Flavonoidi, prema nekim podacima istraZzivanja mogu da izmene funkciju i aktivnost
inflamatornih i imunih ¢elija putem spre¢avanja oslobadanja histamina iz ¢elija mastocita, imunosupresivnim
delovanjem na proliferaciju T-Celija i sintezu IL-2, kao i regulaciju sekrecije IgG, IgM i IgA izotopa
(Cazarolli et al. 2008).

Poznato je da enzim PLA, ima znacajnu ulogu u inflamaciji. Naime, oslobadanje u prvom redu arahidonske
kiseline iz celijske membrane pokre¢e kaskadu oksidacija nezasi¢enih masnih kiselina, COX i LOX
enzimskim putevima, odnosno pokrece Celijski signaling putem lipidnih medijatora. Fosfolipaze mogu biti
klasifikovane u tri grupe: sektretorna (SPLA,), citosolna (cPLA,) i kalcijum nezavisna (iPLA;). Za sada je
poznato oko deset ¢lanova ove familije enzima, sa razli¢itom distribucijom u razli¢itim éelijama. Pa tako su
sPLA,-V i PLA,-X specifi¢no ekspresovane u epitelnim ¢elijama disajnih puteva, dok je ekspresija sPLA,-
ITA u velikoj meri indukovana u toku inflamacije i sepse (pa je ovaj tip enzima povezan sa alergijskim
rinitisom, reumatoidnim rinitisom i septi¢kim Sokom). Zbog toga je PLA, familija enzima znacajno ciljno
mesto u terapijske svrhe (Yoon and Baek 2005). Pokazalo se da je kvercetin znaCajan inhibitor PLA, u
humanim i ze¢jim leukocitima, ali i da je selektivni inhibitor sSPLA,-II u odnosu na slabu inhibiciju prema
sPLA,-IB. Kurkumin uti¢e na metabolizam arahidonske kiseline, tako Sto blokira fosforilaciju cPLA,.

Od 80-tih godina, kada su zapocela ispitivanja inhibicije COX enzima, ispitan je uticaj velikog broja biljnih
polifenola na aktivnost ovog enzima. Za galantamin i luteolin, utvdena je sposobnost inhibicije peroksidacije
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arahidonske kiseline (Baumann er al. 1980). Flavoni hrizin i apigenin i dihidrohalkon floretin, sprecavaju
COX aktivnost, a time i agregaciju trombocita prema rezultatima Landolfi ef al. 1984. Da inhibiraju COX
aktivnost u leukocitima utvrdeno je za 6-hidroksikemferol, kvercetagenin, 6-hidroksiluteolin and skutelarein,
pojedini triterpeni. Utrvrdeno je i da katehin i epigalokatehin galat iz ekstrakta zelenog c¢aja inibiraju
ekspresiju COX-2. Rezveratrol inhibira ekspresiju ovog enzima na nivou transkripcije (Yoon and Baek
2005).

Ispitivanja su radena na razli€itim tipovima celija (epitelijalne ¢elije, MCF-10A, makrofage, respiratorne
epitelijalne ¢elijame, tumorske Celije kolona, fibroblasti, NIH/3T3 ¢elije, RAW ¢elije) uz razlicitu indukciju
peroksidazne aktivnosti (12-O-tetradekanoilforbol-13-acetatom, lipopolisaharidima, ili tetiranjem celija
TNF-a). Rezveratrol, kurkumin, katehin i epigalokatehin su neka od polifenolnih jedinjenja koja pokazuju
znaCajnu COX inhibitornu aktivnost, kako je prikazano u preglednim radovima (Yoon and Baek 2005;
Cazarolli et al. 2008).

12-LOX enzim je ukljucen u izazivanje inflamacije i alergijskih reakcija, a 5-LOX produkuje 5-HETE i LTs,
koji su hemoatraktanti 1 vode razvoju astme. Zbog toga su inhibitori ovih enzima potencijalni
antiinflamatorni agensi. Flavonoli, kao $to su kemferol, kvercetin i miricetin i morin, pokazali su znatnu 5-
LOX inhibitornu aktivnost. Kao dobri inhbitori 5-LOX pokazali su se i neki prenilovani flavonoidi, neki
neolignani, baikalein i kurkumin (Yoon and Baek 2005).

U okviru ove doktorske disertacije ispitan je uticaj sekundarnih biomolekula iz ekstrakata ispitivanih biljnih
vrsta na biosintezu eikozanoida u humanim trombocitima kao model sistemu. Pra¢ena je produkcija ili
smanjenje produkcije slede¢ih metabolita, TXB, i sporednog produkta 12-HHT, 12-HETE i PGE, i PGF,,,
nakon indukcije oslobadanja arahidonske kiseline po dodatku kalcimicina (jonofora A23187). Kalcimicin
indukuje poveéanje koncentracije Ca**, a time se podsti¢e translokacija 15- i 12-LOX ezima do membrane,
Sto povecava njihovu oksigenaznu aktivnost prema polinezasi¢enim masnim kiselinama (Dobrian et al.
2011), ali aktivira i COX-1, jedinu izoformu COX enzima prisutnu u trombocitima. Utvrdeno je da
trombociti i leukociti predstavljaju dobre model sisteme, zbog visoke lipoksigenazne aktivnosti (Baumann et
al. 1980).

2.3.3 BAKTERISKE INFEKCIE

Bakterije na prisustvo antibiotika reaguju dvojako: ili su osetljive na njih Sto se manifestuje zaustavljanjem
rasta, razmnoZavanja i smrcu celije, ili su rezistentne. Rezistencija, po poreklu, moZe da bude prirodna
(urodena) ili steena. Prirodna rezistencija je taksonomsko (geneticko) obelezje vrste. SteCena rezistencija se
ispoljava nakon kontakta bakterije sa antibiotikom kao rezultat adaptacije vrste na nepovoljne uslove sredine.
U takvoj populaciji antibiotik kao selektivni agens deluje na osetljive jedinke, dok rezistentne jedinke opstaju
1 postaju dominantne. Neadekvatna i nekontrolisana upotreba antibiotika u mnogome je doprinela pojavi
rezistencije (Levinson 2010). Porast rezistencije humanih patogenih bakterija na antiinfektivne agense koji se
trenutno koriste je znaCajan medicinski problem, te postoji teZnja ka razvoju novih klasa antibiotskih lekova.
Ispitivanje lekovitog bilja dobar je vodi¢ ka bioloski aktivnim metabolitima, s obzirom na velik broj jo§
nedovoljno ili sasvim neispitanih vrsta, kao i na neiscrpne moguénosti modifikovanja prirodnih supstanci
(Sassi et al. 2007; Cushnie and Lamb 2005). Sinergisticki efekti biljnih ekstrakata ili biljnih meSavina u ovoj
oblasti mogu da ostvare svoj puni potencijal, jer jednocelijski organizmi teZe mogu razviti rezistenciju prema
smesi viSe jedinjenja (koja su obi¢no strukturno veoma razlicita) nego prema jednoj aktivnoj komponenti kao
Sto je to slucaj kod antibiotika.

Antibakterijsko delovanje flavonoida se moZe objasniti na nekoliko nacina (Cushnie and Lamb 2005), i to na
nivou nukleinskih kiselina (inhibicijom njihove sinteze), naruSavanjem integriteta membrane bakterijskih
¢elija, ili inhibicijom energetskog metabolizma bakterija.

Na nivou inhibicije sinteze nukleinske kiseline, flavonoidi mogu delovati kao interkalatni agensi koji se
umecu izmedu azotnih baza, ili intereaguju sa njima uspostavljanjem vodoni¢nih veza. Smatra se da B-
prsten flavonoida, u ovom slu¢aju ima klju¢nu ulogu). Flavonoidni molekuli mogu inhibirati DNA-giraze.
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Smatra se da katehini narusavaju integritet bakterijske membrane direkto umetanjem u lipidni dvosloj, ili
izazivanjem fuzije membrana ¢ime dovode do agregacije Celija. Za kvercetin 1 miricetin je dokazano da
smanjuju pokretljivost bakterija, a time smanjuju i njihovu zaraznost (jer se zna da su pokretljivost i
hemotaksija znacajni za usmeravanje bakterija ka mestu delovanja, tj. za razvoj infekcije). Za likohalcon Ai
B je na primer utvrdeno da inhibiraju NADH-citohrom c reduktazu, time naruSavaju respiratorni lanac i
dobijanje energije koja je neophodna za aktivan transport brojnih metabolita, ili za biosintetske puteve kod
bakterija (Cushnie and Lamb 2005).

2.3.4 MEDICINSKI ZNACAJ ANTRAHINONSKIH JEDINJENJA

Druga veoma znacajna klasa biomolekula prisutnih u ispitivanim vrstama, a narocito karakteristicna za vrste
podroda Rumex, jesu antrahinonska jedinjenja. Rabarbara (Rheum officinale) iz familije Polygonaceae, sadrzi
senozide A-F za koje je utvrdeno da poseduju purgativni efekat, koji je razlog njihovoj medicinskoj primeni.
Pored rabarbare medicinsku primenu imaju i aloja (Aloe vera L.), frangula (Rhamnus frangula), sena (Cassia
senna L.) 1 kaskara (Rhamnus purshiana).

Utvrdeno je da glikozidi anthrahinona imaju prolaksativnu aktivnost. Delovanjem bakterijskih glikozidaza iz
debelog creva, nakon uklanjanja D-glukoze ili L-ramnoze, ovi glikozidi se prevode u aktivne aglikone, koji
uticu na promenu sekrecije u crevima, odnosno na njihovu peristaltiku (F. Capasso et al. 1983).

Laksativni efekat moZe biti rezultat inhibicije apsorpcije fluida iz lumena, stimulacije aktivne sekrecije ili
povecane permeabilnosti epitela. U sva tri slucaja posledica je nagomilavanje fluida u lumenu. Jedinjenja
koja stimulidu sekreciju mogu delovati preko cAMP ili ¢cGMP ili promenom koncentracije Ca**, mogu
delovati luminalno, a tre¢i nadin stimulacije sekrecije je delovanje preko odgovarajucih receptora na
bazolateralni deo enterocita (acetilholin, prostaglandini, serotonin, vazoaktivni intestinalni peptid).

Na osnovu rezultata ispitivanja uticaja aloina i 1,8-dihidroksiantrahinona na izolovanom kolonu pacova (F.
Capasso et al. 1983) utvrdeno je da je povecana sekrecija u kolonu u vezi sa povecanom produkcijom
prostaglandina, izazvanom oralnim unosom aloina i 1,8-dihidroksiantrahinona. Prostaglandini stimuliSu
mukoznu adenilat ciklazu, §to utiCe na promenu sadZaja vode u lumenu i na transport elektrolita. Upotreba
idometacina kao inhibitora sinteze prostaglandina, smanjilo je laksativni efekat ovih antrahinonskih derivata.
Stimulatorni efekat na pokretljivost creva u in vivo eksperimentima moZe se blokirati lokalnim antestetikom,
¢ime se pretpostavlja da submukozni nervi bivaju aktivirani u kontaktu mukoze sa antrahinonima.

Mehanizam delovanja aglikona antrahinona ukljucuje inhibiciju apsorpicije NaCl iz tankog creva i kolona i
stimulaciju sekrecije Cl-. Inhibitorni efekat aglikona moZe da se objasni inhibicijom Na'K*-ATPaze, koja ne
zavisi od cAMP ili kalcijuma. I verovatno se ne menja ni mukozna permeabilnost. Hroni¢na upotreba
antranoida u visokim dozama redukuje nivo VIP-a i somatostatina u kolonu miSeva. Ovo ukazuje na
farmakoloski uticaj antranoida ili na potencijalno oStecenje celija preko smanjene sinteze ili povecanog
razlaganja ovih peptida. Antranoidni laksativi indukuju subepitelijalnu zaguSenost kapilara i epitelijalne
promene (Francesco Capasso and Gaginella 1997).

Sena povecava aktivnost konstitutivne kalcijum-zavisne NO sintaze, dok kaskara takode indukuje i
produkciju kalcijum-nezavisne NO sintaze. Time se utiCe na intramuralne neurone i glatko-miSi¢nu
aktivnost, u tom smislu da se povecava laksacija (Izzo ef al. 1998).

Laksativno delovanje antrahinona se javlja 6-12h nakon oralne primene. Sporedni efekti podrazumevaju
promenu boje urina, reveribilne melanoze kolona i pojavu hemoroida. Prilikom primene preporuc¢enih doza
antrahinona nisu primec¢ene promene koncentracije elektrolita u serumu. Biljke koje sadrZe antrahinone se
preporucuju za tretmane manje izraZene Konstipacije u trajanju ne duZem od 1-2 nedelje, u pojedinim
slucajevima akutne konstipacije ili pre endoskopije gastrointestinalnog trakta. Nisu preporucljive za
spasticke konstipacije (Francesco Capasso and Gaginella 1997).
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2.3.5 TERAPISKI EFEKAT VRSTA PODFAMILIJE POLYGONOIDEAE

U svojoj knjizi Thomas Li (T. S. C. Li 2009) opisuje i pojedine vrste podfamilije Polygonoideae kao biljke
sa terapeutskim znacajem u tradicionalnoj kineskoj medicini. Vrsta Rumex patientia, i to koren ove biljke,
koristi se za zaustavljanje krvarenja, u tretmanu trombocitopenije, i u tretmanu materice. Rizom vrste Rumex
crispus se primenjuje za tretiranje krvarenja ovarijuma, za tretman ekcema, za leCenje tuberkoloze, ali i
polno prenosivih bolesti.

Vrste Rumex acetosa 1 Rumex acetosella (cele biljke) su naSle primenu u homeopatiji za lecenje gréeva, u
stanjima hemoragije, upale grla, ezofagitisa, zatim kao diuretik i u tretmanu povracanja krvi.

Herba Polygonum aviculare se koristi u tretmanu cistitisa, litijaze (stvaranje kamenca u razli¢itim organima -
Zuénom mehuru, bubrezima), kao antiinflamatorni agens, protiv dizenterije, i zauSaka, i protiv crva. Koristi
se kao dekokt, u dozama od 30 g. Dostupan je i kao sirup, a primenjuje se u dozi od 50 mL, dva do tri puta
na dan. Glavne komponente ove herbe su avikularin, kafena kiselina, hlorogenska kiselina i vitamin E.

Persicaria amphibia se koristi u tretmanu dijareje.

Persicaria hydropiper se koristi kao protivotrov, insekticid, protiv svraba i za zaustavljanje krvarenja.
Osusena cela biljka se koristi u stanjima lenjih creva, za poboljSanje varenja. Koristi za leCenje dizenterije i
enteritisa. Flavonoidi iz ove biljke, pokazuju inhibitorno dejstovo na enzim aldoza-reduktazu, koji je
povezan sa komplikacijama kod dijabetesa, a ovaj efekat se vezuje i sa tretmanom katarakte .

Prema istim navodima Fagopyrum esculetnum se moZe primenjivati u terapiji gréeva i dijareje, da zaustavi
hladno znojenje, kao i u terapiji kancera pluca.

Bistorta officinalis se koristi kao diuretik, laksativ, hemostatik, i antipiretik (T. S. C. Li 2009).

Iz istraZivanja Leporatti and Ivancheva 2003. i Sarié-Kundali¢ er al. 2010. se uo¢ava da su pojedine vrste
podfamilije Polygonoideae (Polygonum bistorta, Polygonum aviculare, Rumex acetosa, Rumex acetosella, R.
crispus 1 Rumex patientia), imale dugogodiSnju upotrebu u tradicionalnoj medicini u Italiji, Bugarskoj i
Bosni i Hercegovini.

Prema navodima Grli¢ 1986; veliki prizemni listovi samoniklog bilja roda Rumex upotrebljavaju se kao
ukusno lisnato povrée, u toku ranog prole¢a. Mladi listovi su znaCajan izvor vitamina C i A. Medutim,
upotreba prekomernih koli¢ina ovih biljaka u ishrani, moZe biti i Stetna zbog visokog sadrZaja oksalne
kiseline.

Tako su neke biljke podfamilije Polygonoideae sa naseg podneblja naSle primenu i u ishrani, hemijski sastav
sekundarnih biomolekula ovih vrsta, kao ni njihova bioloska aktivnost nisu sistematski ispitivani u nasoj
zemlji.
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2.3.6 ANTIOKSIDANTNA, ANTIINFLAMATORNA 1 ANTIMIKROBNA AKTIVNOST
ODABRANIH VRSTA PODFAMILIJE POLYGONOIDEAE

Pregled publikacija koje se odnose na bioloSku aktivnost vrsta podfamilije Polygonoideae koje su ispitivane
u ovoj disertaciji, pokazuje da poslednjih godina naglo raste interesovanje za njihovu verifikaciju. Vecina
istrazivanja o antioksidantnoj aktivnosti ovih vrsta publikovana je u poslednjih petnaest godina (od oko
2000. god.), a lista najreferentnijih radova je prikazana u tabeli (Tabela 2-1).

Tabela 2-1 Pregled publikacija o antioksidantnoj aktivnosti odabranih vrsta podfamilije Polygonoideae

Sistem za ispitivanje antioksidantne aktivnosti Reference
Rod Rumex
Podrod Rumex
Rumex patientia Demirezer et al. 2001; Lone et

DPPH test; Inhibicija ROS, RNS, inhibicija LP

al. 2007; Mimica-Duki¢ et al.
2012

Rumex crispus

DPPH test, redukcioni kapacitet; ukupna
antioksidantna aktivnost; DPPH test, inhibicija LP,
FRAP test, CCl, —indukovani oksidativni stress;
DPPH test, neutralizacija 'O,

Yildirim et al. 2001; Coruh et
al. 2008; Rao et al. 2007,
Maksimovi¢ et al. 2011; Suh et
al. 2011; Mimica-Duki¢ et al.
2012

Rumex obtusifolius

Harshaw et al. 2010; M.
Wegiera, Grabarczyk, et al.

DPPH test 2011, Mimica-Duki¢ ef al.
2012
Rumex balcanicus | NEMA
Rumex alpinus | DPPH test Nikolova et al. 2011

Podrod Acetosa

Rumex acetosa

Neutralizacija ABTS™ i SOA radikala; DPPH test

Mantle et al. 2000; Bae et al.
2012

Podrod Acetosella

Rumex acetosella

DPPH test, izbeljivanje B-karotena, inhibicija
formiranja TBARS; TEAC teest, FRAP test

Pereira et al. 2011; D. Ahmed
and Mughal 2013

Rod Polygonum

Polygonum aviculare

DPPH test, neutralizacija ROS, DNK osteéenje;
neutralizacija ROS; neutralizacija NO*

Hsu 2006; Granica et al. 2013;
Nugroho et al. 2014, Coruh et
al. 2007

Polygonum maritimum

DPPH test, redukcija H,O,

El-Haci et al. 2013

Rod Bistorta

Bistorta officinalis

DPPH test, inhibicija lipidne peroksidacije
(indukovana gvozde tiocijanotom, FTC)

Kumar et al. 2012; Noor
Hashim et al. 2012a

Rod Persicaria

Persicaria amphibia

DPPH test, neutralizacija OH, SOA i NO radikala

Svircev et al. 2012

Persicaria hydropiper

DPPH test, neutralizacija OH radikala

Noor Hashim et al. 2012b

Persicaria lapathifolia

NEMA

Persicaria maculosa

NEMA

Rod Fagopyrum

Fagopyrum esculentum

Neutralizacija ROS; inhibicija LP; redukcioni
kapacitet, inhibicija peroksidacije linoleinske
kiseline; in vivo antioksidantni parametri; oDPPH
test

Quettier-Deleu et al. 2000;
Jiang et al. 2007; Tang et al.
2009; Chlopicka ef al. 2013; F.
Li et al. 2013

Na osnovu navedene liste, uocava se da je najdetaljnije ispitana, obuhvatajuéi i in vitro i in vivo istarZivanja,
antioksidantna aktivnost heljde (Fagopyrum esculentum), $to je posledica Siroke rasprostranjenosti i Ceste
primene ove vrste u ishrani. lako za nekoliko vrsta (Rumex balcanicus, Bistorta officinalis, Persicaria
amphibia 1 Persicaria maculosa), po naSem saznanju, uopSte nema podataka o antioksidantnom potencijalu,
ostala ispitivanja se uglavnom odnose na posebne biljne organe i najces¢e ne obuhvataju komparaciju
aktivnosti na primer rizoma i herbe iste vrste. Sa druge strane, iako je poznato da se antioksidantna aktivnost
moZe ispoljiti razli¢itim mehanizmima delovanja (npr. transfer elektrona, hvatatka sposobnost slobodnih
radikala, inhibicija lipidne peroksidacije i sl.) ve¢ina dosada$njih istraZivanja se odnosila uglavnom na
jednostranu procenu aktivnosti, na primer primenom samo jednog testa - DPPH testa (transfer elektrona).
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Stoga, detaljno ispitivanje antioksidantne aktivnosti navedenih vrsta, koje je postavljeno kao jedan od ciljeva
ove disertacije, moZe znacajno da doprinese opstoj karakterizaciji njihove bioloske aktivnosti.

Anti-inflamatorna karakterizacija ispitivanih vrsta podfamilije Polygonoideae takode nije detaljna (Tabela
2-2). Iako je ovaj tip bioloSke aktivnosti ispoljen kod nekih vrsta podfamilije Polygonoideae, o ¢emu svedoci
njihova tradicionalna upotreba kao anti-inflamatornih agenasa, samo su vrste Rumex patientia, Rumex
acetosa, Polygonum aviculare i Persicaria hydropiper ispitane primenom in vitro model-sistema, dok je
Sirokorasprostranjena Fagopyrum esculentum ispitana samo u smislu anti-alergijske aktivnosti. Takode,
prisustvo niza sekundarnih biomolekula, kao §to je prikazano u Poglaviju 2.2 koja imaju potencijalnu anti-
inflamatornu aktivnost upuéuje na opravdanost ispitivanja ove bioloSke aktivnosti, §to je i dokazano u
nekoliko ispitivanja (Y. Kim e al. 2000; B. H. Kim et al. 2005; B.-H. Kim et al. 2007) gde su izolovane
komponente Persicaria lapathifolia poklazale aktivnost u zimozan/LPS-indukovanim inflamacijama u
makrofagama.

Tabela 2-2 Pregled publikacija o anti-inflamatornoj aktivnosti odabranih vrsta podfamilije Polygonoideae

Sistem za ispitivanje anti-inflamatorne
aktivnosti

Reference

Rod Rumex
Podrod Rumex
Rumex patientia

In vivo karaginan-, histamine-dekstran-, | Siileyman ez al. 1999

serotonin-, formaldelid-indukovan
edem, Kabak tests
Rumex crispus | NEMA
Rumex obtusifolius | NEMA
Rumex balcanicus | NEMA
Rumex alpinus | NEMA
Podrod Acetosa
Rumex acetosa | LPS-  indukovana inflamacija u | Bae et al 2012
makrofagama
Podrod Acetosella
Rumex acetosella | NEMA
Rod Polygonum

Polygonum aviculare

Oslobadanje elastaze u neutrofilima

Granica et al. 2013

Polygonum maritimum

NEMA

Rod Bistorta

Bistorta officinalis | NEMA
Rod Persicaria
Persicaria amphibia | NEMA
Persicaria hydropiper | LPS-indukovana inflamacija u | Yangetal 2012
makrofagama
Persicaria lapathifolia | Zimozan-indukovana inflamacija u | Y. Kim er al. 2000; B. H.
makrofagama; LPS-indukovana | Kim et al. 2005; B.-H. Kim et

inflamacija u makrofagama

al. 2007; B. H. Kim et al
2007

Persicaria maculosa

NEMA

Rod Fagopyrum

Fagopyrum esculentum

In vivo anti-alergijska aktivnost

C. D. Kim et al. 2003

Najobimnija istraZivanja odabranih vrsta podfamilije Polygonoideae izvrSena su u oblasti odredivanja
mikrobioloske aktivnosti (Tabela 2-3), pri ¢emu je obuhvacen je niz gram-pozitivnih i negativnih bakterija,
ali je odredivana i antifungalna aktivnost. Ispitivani su kako ekstrakati herbi, tako i rizoma, semenki i ljuski,
ali i izolovane komponente, a uopsteno, kod veéine uzoraka, primeceno je ispoljavanje umerene do dobre
antimikrobne aktivnosti. Medutim, podataka o antimikrobnoj aktivnosti vrsta Rumex patientia, R.
balcanicus, Bistorta officinalis, Persicaria lapathifolia i P. maculosa, po naS§im saznanjima, nema.

Tabela 2-3 Pregled publikacija o antimikrobnoj aktivnosti odabranih vrsta podfamilije Polygonoideae

Sojevi Reference
Rod Rumex
Podrod Rumex
Rumex patientia | NEMA
Rumex crispus | Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis; Agrobacterium | Yildirim et  al
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tumefaciens,  Bacillus  cereus,  Bacillus  subtilis,
Pseudomonas corrugate, Pseudomonas syringae pv.
tomato, Salmonella typhimurium, Serratia liquefaciens,
Vibrio  cholerae, Yersinia frederiksenii, Yersinia
pseudotuberculosis

2001; Coruh et al.
2008, Rao er al.
2007

Rumex obtusifolius

Pseudomonas  aeruginosa, Listeria  monocytogenes,
Staphylococcus  epidermidis, S. aureus, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella typhi, Bacillus cereus, B.
anthracis, Escherichia coli, Streptococcus pyogenes;
Streptococcus aureus, S. epidermidis, Proteus mirabilis,
P. vulgaris, Klebsiella pneumonia, K. oxytoca,
Pseudomonas aeruginosa , Escherichia coli, Candida
albicans, C. parapsilosis, Trichophyton mentagrophytes,
Aspergillus niger

Koochak et al
2010; M. Wegiera,
Kosikowska, et al.
2011

Rumex sanguineus

Staphylococcus aureus, S. epidermidis, S.hominis, L.
plantarum, Bacillus cereus, Proteus mirabilis, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens

Kumarasamy et al.
2002

Rumex balcanicus

NEMA

Rumex alpinus

121 soj (52 bakterijske vrste)

Ozturk and Ozturk
2007

Podrod Acetosa

Rumex acetosa

Bacillus cereus, B. pumilus, Bordetella bronchiseptica,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus
luteus, Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens, Serratia
marcescens, Staphylococcus aureus, S. epidermidis;
Streptococcus aureus, S. epidermidis, Proteus mirabilis,
P.  vulgaris, Klebsiella pneumonia, K. oxytoca,
Pseudomonas aeruginosa , Escherichia coli, Candida
albicans, C. parapsilosis, Trichophyton mentagrophytes,
Aspergillus niger

Bonjar 2004; M.

Podrod Acetosella

Rumex acetosella

Streptococcus aureus, S. epidermidis, Proteus mirabilis,
P.  vulgaris, Klebsiella pneumonia, K. oxytoca,
Pseudomonas aeruginosa , Escherichia coli, Candida
albicans, C. parapsilosis, Trichophyton mentagrophytes,
Aspergillus niger

Rod Polygonum

Polygonum aviculare

Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhi, S. paratyphi, Shigella
flexnerri, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Streptococcus pyogenes

Wegiera,
Kosikowska, et al.
2011

M. Wegiera,
Kosikowska, et al.
2011

Salama and
Marraiki 2010

Polygonum maritimum

Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli

El-Haci et al. 2013

Rod Bistorta

Bistorta officinalis

NEMA

Rod Persicaria

Persicaria amphibia

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae,
Proteus vulgaris, Bacillus subtilis, Corynebacterium
diphteriae, Candida albicans

Ozbay and Alim
2009

Persicaria hydropiper

Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Erwinia sp.,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Epidermophyton  floccosum, Curvularia lunata,
Scopulariopsis sp., Aspergillus niger, Botrytis cinerea,
Magnaporthe  grisea, Trichophyton mentagrophytes,
Trichophyton rubrum, Trichophyton simii

Huq et al. 2014

Persicaria lapathifolia

NEMA

Persicaria maculosa

NEMA

Rod Fagopyrum

Fagopyrum esculentum

Staphylococcus aureus, S. typhimurium, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis, Escherichia coli; Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Salmonella choleraesuis, Escherichia coli, Proteus
mirabillis

I:Iwang et al. 2006;
Cabarkapa er al
2008
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1 BILJNI MATERIJAL

Biljni materijal kori§¢en za ispitivanja u okviru ove doktorske disertacije sakupljen je u periodu od 2009-
2011. godine na teritoriji R. Srbije, a nekoliko uzoraka sakupljeno je na teritoriji Makedonije i Crne Gore,
kako je prikazano u tabeli (Tabela 3-1). Sakupljeno je ukupno 15 vrsta, podfamilije Polygonoideae, koje se
mogu razvrstati u 5 rodova (Rumex, Polygonum, Bistorta, Persicaria, Fagopyrum). Biljke roda Rumex,
sakupljene su u periodu plodonoSenja, a vrste rodova Polygonum, Bistorta, Persicaria 1 Fagopyrum u
periodu cvetonosenja.

Po jedan primerak biljnog materijala sa svakog lokaliteta, ostavljen je u herbarijumu Departamana za
biologiju i ekologiju (BUNS Herbarium) Prirodno-matemati¢nog fakulteta u Novom Sadu. Sve primerke
determinisao je dr Goran Anackov. Brojevi vaucera (voucher specimens) sa navedenim Sirim i uZim
lokalitetima sakupljanja, vremnom sakupljanja i legatorima prikazani su u tabeli (Tabela 8-1) u Prilogu 8-1.
Vidi se da su uzorci prikupljeni sa 53 uZa lokaliteta (oznake u zagradama, Tabela 3-1), u okviru 8 Sirih
lokaliteta.

Tabela 3-1 Primerci ispitivanih vrsta i oznake ekstrakata

Siri lokalitet Godina Primerci vrsta (oznaka ekstrakta po uZem lokalitetu)
Rumex patientia (pat_01), Rumex acetosa (ac_04), Rumex acetosella
" 2009.
Fruska gora (all_08)
2010. Persicaria lapathifolia (lap_52)
2009 Rumex patientia (pat_02), Polygonum aviculare (avi_15, avi_16),
Novi Sad ) Persicaria lapathifolia (1ap_25, lap_26)
2011. Rumex acetosa (ac_51)
Crna Gora 2009. Polygonum maritimum (mar_20)
Magli¢ 2009 Rumex acetosa (ac_05), Bistorta officinalis (bis_21)
Rumex crispus (cri_33), Rumex obtusifolius (obt_35), Rumex
Tara 2010. acetosella (all_32), Periscaria lapathifolia (1ap_37), Persicaria

maculosa (mac_38), Fagopyrum esculentum (esc_39)
Rumex patientia (pat_03), Rumex obtusifolius (obt_13), Rumex
acetosa (ac_06, ac_07), Rumex acetosella (all_09, all_10, all_11,
all_12), Polygonum aviculare (avi_17, avi_18, avi_19), Persicaria
amphibia (amp_30, amp_31), Persicaria hydropiper (hyd_22,

Vlasinsko 20009.

jezero hyd_23, hyd_27), Persicaria lapathifolia (1ap_24, lap_28), Persicaria
maculosa (mac_29)
2010. Bistorta officinalis (bis_36)
Bistra .
(Makedonija) 2010. Rumex balcanicus (bal_34), Rumex acetosella (allM_40)
Kopaonik 2011. Rumex alpinus (alp_53)

Rumex patientia (pat_41), Rumex obtusifolius (obt_44, obtS_45),
Rumex alpinus (alp_46), Rumex acetosa (ac_42), Rumex acetosella
(all_43), Bistorta officinalis (bis_47, bis_48), Persicaria hydropiper

(hyd_49, hyd_50)

Stara planina 2011.
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Na osnovu izdatih vaucera (Prilog 8-1, Tabela 8-1) saCinjen je spisak sa navedenom taksonomskom
pripadnoSc¢u vrsta koriS¢enih u radu:

Porodica: Polygonaceae A.L. de Jussieu 1789
Podporodica: Polygonoideae
Tribus: Rumiceae Dumort., Fl. Belg.: 17. 1827
Rod: Rumex L. 1753
Podrod: 1. Acetosella (Meissner) Rech. fil.
Vrsta: 1. R. acetosella L. 1753
Podvrste: 1.1. R. acetosella L. 1753 subsp. acetoselloides (Balansa) den Nijs 1984
1.2. R. acetosella L. 1753 subsp. multifidus (L.) Arcangeli 1882
Podrod: 2. Acetosa (Miller) Rech. fil.
Vrsta: 1. R. acetosa L. 1753
Podvrsta: 1.1. R. acetosa L. 1753 subsp. acetosa
Podrod: 3. Rumex
Vrste: 1. R. alpinus L. 1753
2. R. balcanicus Rech. fil. 1934
3. R. patientia L. 1753
Podvrsta: 3.1. R. patientia L. 1753 subsp orientalis (Bernh.) Danser 1924
4. R. crispus L. 1753
Podvrsta: 4.1. R. crispus L. 1953 subsp. crispus
5. R. obtusifolius L. 1753
Podvrste: 5.1. R. obtusifolius L. 1753 subsp. obtusifolius
5.2. R. obtusifolius L. 1753 subsp. subalpinus (Schur.) Celak
Tribus Polygoneae Fl. Germ. Excurs. 2(2): 563, 568. 1832
Rod: Polygonum
Vrsta: 1. P. aviculare L. 1753
Podvrste: 1.1. P. aviculare L. 1753 subsp. aviculare
2. P. maritimum L. 1753
Tribus: Persicarieae Dumort., Fl. Belg.: 17. 1827.
Rod: Bistorta Adanson 1763
Vrsta: 1. B. officinalis Delarbre 1800
Podvrsta: 1.1. B. officinalis Delarbre 1800 subsp. officinalis
Rod: Persicaria (L.) Miller 1754
Vrste: 1. P. amphibia Delarbre 1800
2. P. hydropiper 1800
3. P. lapathifolia Delarbre 1800
Podvrsta: 3.1. P. lapathifolia Delarbre 1800 subsp. lapathifolia
4. P. maculosa S. F. Gray 1822
Tribus: Fagopyreae Yonek. In Iwatsuki & Al., Fl. Jap. 2a: 132. 2006.
Rod: Fapopyrum Mill. 1754 non. cons.
Vrsta: 1. F. esculentum Moench 1794

3.2 PRIPREMA EKSTRAKATA

U ovoj doktorskoj disertaciji, zbog velikog broja sakupljenih uzoraka, kao optimalan ekstragens odabran je
80% etanol, a svi ekstrakti su pripremljeni na isti nac¢in radi moguénosti medusobnog poredenja njihovog
hemijskog sastava i bioloske aktivnosti. Oko 5—-15 g osuSenog i usitnjenog biljnog materijala je preliveno sa
10 puta ve¢om zapreminom etanola (80% v/v) i u dobro zaptivenim erlenmajerima ostavljeno na muckalici u
toku 72h. Po isteku vremena macerat je odvojen od ostatka biljnog materijala cedenjem kroz filter hartiju.
Dobijeni ekstrakti su upareni na vakuum uparivacu, na temperaturi do 45°C, do suva. Iz odnosa suvog
ekstrakta 1 odmerenog biljnog materijala izraCunati su prinosi sirovih ekstrakata, prikazani tabelarno u
Prilogu 8-1 (Tabela 8-2). Ekstrakti su pripremani iz nadzemnog dela biljke (herba) i iz rizoma. Deo herbe je
pre susenja bio podeljen na listove, cvasti i stabljike, te su i iz ovako razdvojenih biljnih organa pripremljeni
ekstakti. Sirovi ekstrakti herbi preciséeni su tecno-te€nom ekstrakcijom sa petroletrom, radi uklanjanja
balastnih masnih kiselina i hlorofila. U cilju sprecavanja veceg gubitka nepolarnijih aglikona (jer su
delimi¢no rastvorni u petroletru), uradena je dodatna reekstrakcija metanolom iz petroletarskog ekstrakta.
Ova frakcija, je pripojena ekstraktu herbe.

Ukupno je pripremljeno 241 ekstrakat (herbi, rizoma, listova, stabljika i cvasti).
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Za bioloska ispitivanja koriS¢eni su samo ekstrakti herbi i rizoma, a za fitohemijska odredivanja pored ovih
ekstrakata, koriS¢eni su i ekstrakti dobijeni iz razdvojenih biljnih organa (Tabela 8-3).

3.3 METODE ZA ODREDIVAN]JE HEMIJSKOG SASTAVA EKSTRAKATA

Primenjene spektrofotometrijske metode za odredivanje sadrZaja ukupnih fenola, flavonoida i antrahinona,
radene su u mikrotitar plo¢ama, dimenzija 12 x 8 bunarci¢a. Reagensi i uzorci su dodavani odgovaraju¢im
multikanalnim pipetama. Spektrofotometrijska merenja vrSena su na c¢itacu mikrotitar plo¢a (Multiscan
reader).

3.3.1 SPEKTROFOTOMETRIJSKO ODREDIVANJE UKUPNIH FENOLNIH JEDINJENJA

Primenjena metoda (Singleton et al, 1999) se zasniva na upotrebi Folin-Ciocalteu-ovog reagensa (FC
reagens, smeSa heterofosfovolframata-fosfomolibdata). U kiseloj sredini formiraju se hidratisani oktaedarski
kompleksi metalnih oksida koordinovanih oko centralnog fosfata. U prisustvu fenola dolazi do jedno- ili
dvo- elektronske redukcije FC reagensa pri ¢emu rastvor dobija plavu boju, ¢ija se apsorbancija meri na 760
nm.

Reagensi: Folin-Ciocalteu (FC) reagens, 0,/ M: 1,25 mL osnovnog FC reagensa (2 M) u 25 mL destilovane
vode (n.s.). Natrijum-karbonat, 75 mg/mL: 1,875 g Na,CO; (anhidrovan) u 25 mL destilovane vode.

Kalibraciona kriva: Galna kiselina, 1 mg/mL: 25 mg galne kiseline (monohidrat) u 25 ml destilovane vode
(n.s.). Uzorci su ispitivani u tri serije merenja. Za svaku seriju snimljena je kalibraciona kriva sa jedanaest
razblaZenja standardnog rastvora galne kiseline, Prilog 8-2.

Uzorci: 80% etanolni ekstrakti osnovnih koncentracija ~100 ili ~200 mg/mL razblaZeni su u 70% etanolu na
pocetne koncentracije potrebne za test od 0,25 mg/mL, 0,125 mg/mL i 0,062 mg/mL.

Postupak: Test je raden na tri koncentracije svakog ekstrakta u tri ponavljanja radne probe za svaku
koncentraciju ekstrakta i jednu korekciju boje ekstrakta. Radne probe sadrZe: 30 uL ekstrakta, 150 uL FC
reagensa i nakon 6 minuta dodati 120 pL Na,CO;. Korekcije sadrze: 30 uL. 70% etanola, 150 uL. FC
reagensa i nakon 6 minuta dodati 120 pL Na,CO;. Slepa proba sadrzi: 30 uL. 70% etanola (vode), 150 uL
vode, 120 uL Na,COs;. Period inkubacije je 120 minuta na sobnoj temperaturi, a apsobrancije se mere na
talasnoj duZini od 760 nm. Po plejtu je moguce istovremeno ispitati 8 ekstrakata u tri razblazenja. Faktor
razblaZenja u well-u: 30/300.

Rezultat je izraZzen kao srednja vrednost tri merenja, u jedinicama mg ekvivalenata galne kiseline po 1g
suvog ekstrakta (mg eqGA/g SE + standardna devijacija), nakon oc€itavanja one vrednosti koncentracije
standardnog rastvora galne kiseline (iz kalibracione krive) Cija apsorbancija je po vrednosti ista kao i
apsorbancija ispitivanog uzorka (Prilog 8.2). Odgovarajuci histogrami prikazani su na slici (Slika 4-1).

3.3.2 SPEKTROFOTOMETRIJISKO ODREDIVANIJE UKUPNIH FLAVONOIDA

Metoda se zasniva na osobini pojedinih flavonoida da kompleksiraju metalne jone (u ovom slu¢aju Al**) pri
¢emu dolazi do pomeranja UV i VIS apsorpcionih traka ka viSim talasnim duZinama (batohromni efekat), a
boja rastvora prelazi iz svetlo Zute u intenzivno Zutu boju. Smatra se da je ovo pomeranje uzrokovano
formiranjem novog prstena (favorizovanog zbog produZetka konjugacije). Reakcija nije univerzalna za sve
flavonoide, jer reaguju samo flavoni (4-keto funkcionalna grupa) sa slobodnom hidroksilnom grupom u
poziciji -5 (Slika 3-1). Moguce je gradenje i labilnih kompleksa sa orfo hidroksilnim grupama u B-prstenu
(Chang et al, 2002; MaleSev and Kunti¢, 2007).
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13+

Slika 3-1 Nastajanje obojenog kompleksa Al’" jona i flavonoida

Reagensi: Rastvor aluminijum-hlorida, 0,75 M: 4,5266 g AlICIl; x 6H,O u 25 mL destilovane vode (n.s.).
Rastvor natrijum-acetata, 1 M: 3,4020 g CH;COONa x 3H,0 u 25 mL destilovane vode (n.s.). Etanol.

Kalibraciona kriva: Rastvor kvercetina, 1 mg/mL: 0,0129 g C;sH,00; x 2H,0 u 50 mL 70% etanola (n.s.).
Pripremljena je serija od osam duplih razblaZenja, u intervalu pocetnih koncentracija: od 140 ug/mL do 10
ug/mL (Prilog 8.3). Radi konstruisanja kalibracione krive pripremljena je serija od osam razblaZenja
standardnog rastvora kvercetina, u tri ponavljanja, kako je prikazano u Tabeli 3.2. Izmerene su njihove
apsorbancije na 415 nm i nacrtana je kriva zavisnosti apsorbancije od masene koncentracije.

Uzorci: Pripremljene su po tri koncentracije od svakog ispitivanog ekstrakta u 70% etanolu (2,0, 1,01 0,75 ili
4,0, 2,0, 1,5 mg/mL - pocetne koncentracije), kako je navedeno u tabelama u Prilogu 8.3.

Postupak: Merenja su radena na po tri koncentracije za svaki uzorak, u tri ponavljanja radne probe i po
jednom korekcijom. Radne probe sadrZe: 30 pL ekstrakta, 90 pL etanola, 6 pL rastvora AICl;, 6 pL rast.
natrijum-acetata, 168 uL vode. Korekcije sadrze: 30 uL ekstrakta, 90 uL etanola, 6 uL vode, 6 uL rast.
natrijum-acetata, 168 uL vode. Slepa proba sadrZi: 30 uL. 70% etanola, 90 uL etanola, 6 uL rastvora AlCl;, 6
uL rastvora natrijum-acetata, 168 pL vode. Apsorbancije su merene na 415 nm.

Rezultat sadrzaja ukupnih flavonoida (oc€itan sa kalibracione krive kvercetina) u ispitivanim ekstraktima
izraZen je kao mg ekvivalenata kvercetina po 1g suvog ekstrakta (mg eqQ/g SE). Rezultati su prikazani na
histogramima, Slika 4-2.

3.3.3 SPEKTROFOTOMETRIJSKO ODREDIVANIJE SADRZAJA ANTRAHINONA

Najcesce koriSéena reakcija za odredivanje sadrzaja antrahinona jeste Borntregerova (Borntraeger) reakcija,
koja se izvodi rastvaranjem biljnog ekstrakta u vodenom rastvoru hidroksida ili amonijaka (Christensen i
Abdel-Latif, 1949). Rastvor dobija narandZasto-crvenu boju, usled formiranja antrahinonskih soli. Reakcija
je pozitivna samo na slobodne forme antrahinona, tako da je u sluc¢aju dokazivanja antrahinonskih glikozida
potrebno prvo drogu prokuvati u kiselom rastvoru (HCI ili H,SOy), kako bi glikozidi hidrolizovali, zatim
aglikon ekstrahovati organskim rastvaratem (najc¢eS¢e etrom, benzenom ili hloroformom) i na kraju uraditi
test sa vodenim rastvorom baze. Ova reakcija takode moZe da posluZi za razlikovanje antrahinona od antrona
ili antranola, koji daju negativan test, osim ako se prethodno ne prevedu u antrahinone blagom oksidacijom
sa vodonik-peroksidom ili gvozde(IIl)-hloridom, tzv. modifikovani Borntregerov test (Kokate i drugi, 1998).

U ovom radu, sadrZaj ukupnih antrahinona u sirovim ekstraktima, bez prethodne hidrolize antrahinonskih
jedinjenja, odreden je spektrofotometrijski, merenjem apsorbancije rastvora na 500 nm po dodatku KOH na
1% rastvore pripremljenih ekstrakata uz dantron kao standardni dodatak.

Reagensi: Rastvor kalijum-hidroksida, 40 mg/mL: 4g KOH u 100 mL destilovane vode. Standardni rastvor
dantrona, 2 mM (0,48 mg/mL) u etanolu.

Uzorci: Ispitivani ekstrakti razblaZeni su 80% etanolom do koncentracije od 10 mg/mL.

Postupak: Radne probe (cg) sadrZe: 10 pL ekstrakta, 20 pL etanola, 220 uLL KOH. Radne probe (c;) sadrZe:
10 pL ekstrakta, 10 uL etanola, 10 pL dantrona, 220 pL. KOH. Radne probe (c;) sadrze: 10 pL ekstrakta, 20
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uL dantrona, 220 uL. KOH. Korekcije sadrze: 10 uL ekstrakta, 20 puL etanola i 220 uL destilovane vode.
Nakon 10 minuta razvijanja boje, apsorbancija je izmerena na 500 nm. Faktor razblaZenja: 10/250

Rezultat sadrzaja ukupnih antrahinonskih jedinjenja u ispitivanim ekstraktima izraZen je kao mg
ekvivalenata dantrona po 1g suvog ekstrakta (mg eqD/g SE).

3.3.4 KVANTITATIVNA LC/MS/MS ANALIZA EKSTRAKATA

Za kvantitativnu analizu ekstrakata koriS¢en je miks standardnih jedinjenja iz klasa derivata benzoeve
kiseline, fenilpropanskih jedinjenja, aglikona flavonoida i njihovih O-glikozida, C-glikozida ili estara;
kumarina, lignana i antrahinonskih jedinjenja. U prvom miksu je bilo ukupno 45 jedinjenja, a u drugom 6
antrahinonskih jedinjenja, koja su kvantifikovana primenom LC-MS-MS tehnike. Istovremena analiza ovako
velikog broja jedinjenja slicne strukture, pa samim tim i sli¢nih ili istih retencionih vremena bila je moguca
zahvaljujuéi MRM (Multiple Reaction Mode) modu snimanja. Optimizovana metoda za ovu analizu, sa
odredenim granicama kvantitacije svakog pojedina¢nog jedinjenja (osim antrahinonskih jedinjenja)
objavljena je u radu Or¢i€ et al. 2014.

KoriSéen je tecni hromatograf Agilent Technologies 1200 Series, kuplovan sa Agilent Technologies 6410A
Triple-Quad tandemskim masenim detektorom sa elektrosprej jonskim izvorom (ESI, Electrospray
lonisation). Injektovano je 5 uL miksa standarda poznate koncentracije, komponente smeSe su razdvojene u
potpunosti ili delimi¢no na Zorbax Eclipse XDB-C18 koloni (Agilent Technologies), dimenzija 50 mm x 4,6
mm x 1,8 um, termostatiranoj na 50°C, pri protoku mobilne faze od 1 mL/min. Sastav i gradijent mobilne
faze je bio sledec¢i: A=0,05% v/v mravlja kiselina, B=metanol; 0 min 30% B, 6 min 70% B, 9 min 100% B,
12 min 100% B; post time 3 min (ukupno vreme za analizu 15 minuta). Eluirana jedinjenja su jonizovana
pomocu ESI, ¢iji su parametri bili podeSeni na negativan polaritet, sa pritiskom gasa za nebulizaciju od 40
psi, protokom gasa (N;) za suSenje od 9 L/min i temperaturom od 350°C, sa naponom na kapilari od 4 kV.
Detekcija jona vrSena je u SRM modu (Selected Reaction Monitoring), a za svako jedinjenje posebno su
optimizovani parametri masenog spektrometra (napon fragmetora, Vi napon kolizione Celije, V.).

Ostali optimizovani parametri (napon fragmentora, napon kolizione ¢elije i jon produkta koji je pracen) za
svako odredivano jedinjenje prikazani su u navedenoj publikaciji (Or¢i¢ et al, 2014). Parametri masenog
spektrometra kori§¢eni za odredivanje antrahinonskih jedinjenja prikazani su u tabeli (Tabela 3-2).

Tabela 3-2 Optimizovani parametri masenog spektrometra za odredivanje antrahinona

Miks standarda r mz | Vf m/z | Vel
antrahinonskih | Mw - produkta gubitak
jedinjenja [min] | prekursora | [V] (target ion) [Vl
alizarin | 240 | 5,52 239 190 210 29 30
aloe-emodin | 270 | 5,87 269 160 240 29 19
rein | 284 | 6,56 283 90 239 44 10
dantron | 240 | 7,71 239 200 211 28 25
emodin | 270 | 7,80 269 160 225 44 25
hrizofanol | 254 | 8,38 253 250 225 28 25

Priprema smese standardnih rastvora: Pripremljeni su osnovni rastvori pojedinacnih fenolnih jedinjenja, 10
mg/mL, rastvaranjem referentnih standarda u DMSO. Od tako pripremljenih standarda pripremljen je
osnovni miks u smeSi metanol:voda (1:1), sa koncentracijama od 100 pg/mL. Miks je razblaZzen smeSom
metanol:voda (1:1) najpre do koncentracije od 25 pg/mL, a potom je sukcesivnim razblazivanjem u odnosu
1:1, pripremljena serija radnih rastvora u opsegu 1,56 ng/mL do 25000 ng/mL (ukupno 15 koncentracija).

Priprema uzoraka ekstrakata za kvantitativnu analizu: pripremljeni ekstrakti (100 ili 200 mg/mL) su
razblazeni smeSom metanol:voda (1:1) do koncentracije 2 mg/mL ili 1 mg/mL. Snimljeno je ukupno 241
uzoraka ekstrakata, u pet serija merenja.

Obrada rezultata: PovrSine pikova iz hromatograma ocitavane su u softveru MassHunter - Qualitative
analysis, verzija B.03.01 (Agilent Technologies). 1z podataka dobijenih ocitavanjem povrSina standardnih
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jedinjenja, snimljenih u 15 koncentracija, konstruisane su kalibracione krive (u programu Origin 8.0,
fllogC)=logP). 1z njih je odreden sadrzaj ispitivanih jedinjenja u ekstraktima, a rezultat je izraZzen kao mg
ispitivanog jedinjenja po / g suvog ekstrakta (mg jedinjenja/g SE). Rezultati su prikazani u tabelama
(Tabela 4-1, Tabela 4-2, i Prilogu 8.5).

3.3.5 KVALITATIVNA LC/DAD/MS ANALIZA EKSTRAKATA

Ekstrakti su analizirani na te¢nom hromatografu Agilent Technologies 1200 Series sa DAD-detektorom,
kuplovanim sa Agilent Technologies 6410A Triple-Quad tandemskim masenim detektorom sa elektrosprej
jonskim izvorom (ESI). Injektovano je SuL ekstrakta (20 mg/mL, razblazenog u smesi metanol:voda (1:1)),
a jedinjenja su razdvajana na reverzno-faznoj koloni, Zorbax Eclips XDB-C18, dimenzija 50 mm x 4,6 mm i
veli¢inom cestica 1,8 um (sa pretkolonom), termostatiranoj na 45 °C, pri protoku mobilne faze od 0,8
mL/min. Sastav i gradijent mobilne faze su bili: A=0,05% (v/v) mravlja kiselina, B=metanol; 0 min 20% B
faza; 6,67 min 60% B faza; 8,33 min 100% B faza; 12,5 min 100% B faza, sa podeSenim post time-om na 4
min (ukupno vreme za analizu 16,5 min). Detekcija eluiranih komponenti je izvrSena najpre na DAD-
detektoru. UV/VIS signal je pra¢en na 254 nm, 340 nm (Sirina trake 8 nm) i 430 nm (Sirina trake 16 nm), a
kontinualni spektar je sniman u opsegu od 210-700 nm (sa korakom od 2 nm). Komponente su dalje
jonizovane na ESI jonskom izvoru u negativnom i pozitivnom modu jonizacije, uz pritisak gasa za
nebulizaciju od 35 psi jedinica, protok gasa (N,) za suSenje od 9 L/min i temperaturi gasa od 350 °C i naponu
na kapilari od 4 kV. Za monitoring nastalih jona koriS¢en je MS2Scan mod, u negativhom i pozitivhom
modu snimanja, uz m/z opseg od 110-800 Da (korak 0,1 Da), sa vremenom skeniranja od 200 ms i pri
naponu fragmentora od 80 V.

Za obradu rezultata koriS¢en je softver MassHunter Qualitative Analysis, verzija B.03.01 (Agilent
Technologies, Inc. 2009).

3.4 METODE ZA ODREDIVANJE ANTIOKSIDANTNOG POTENCIJALA
EKSTRAKATA

Svi testovi navedeni u okviru ovog poglavlja (osim odredivanja neutralizacije superoksid anjon radikala,
SOA test) radeni su u mikrotitar plo¢ama, dimenzija 12 x 8 bunarci¢a. Reagensi i uzorci su dodavani
odgovaraju¢im multikanalnim pipetama. Spektrofotometrijska merenja vrSena su na ¢itacu mikrotitar ploca
(Multiscan reader), odnosno u kiveti istog aparata u slu¢aju SOA testa. Rezultati ispitivanja antioksidantne
aktivnosti izraZeni su kao ICsy (koncentracija ekstrakta pri kojoj se postize neutralizacija 50% prisutnih
radikala), osim u FRAP testu (rezultat je izraZen kao mg ekvivalenata askorbinske kiseline po 1g suvog
ekstrakta, mg eqAA/g SE). ICs, vrednosti su ocitane sa odgovarajucih grafika zavisnosti procenta inhibicije
od radne koncentracije ispitivanog ekstrakta konstruisanih u programu Origin 8.0. Procenat inhibicije
racunat je na osnovu formle: I (%) = 100 - [(Arp-Akor) / AxontrorLal X 100. Svi testovi su radeni u tri
ponavljanja.

3.4.1.1 Kapacitet neutralizacije 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (DPPH test)

Za odredivanje sposobnosti neutralizacije DPPH (I, I-difenil-2-pikrilhidrazil) radikala ispitivanih ekstrakata
herbi i rizoma, koriS¢ena je spektrofotometrijska metoda (Espin et al. 2000), zasnovana na prac¢enju promene
boje ljubiCasto obojenog rastvora stabilnog azot-centriranog DPPH radikala u redukovanu, Zuto obojenu
formu, DPPH-H. Pojava Zute boje objaSnjava se sposobnoS¢u pojedinih komponenata ekstrakata da deluju
kao donori vodonika ili elektrona, pri ¢emu DPPH prelazi u redukovani neutralni DPPH-H oblik (Slika 3-2).
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Slika 3-2 Mehanizam neutralizacije DPPH radikala fenolnim jedinjenjima

Reagensi: Osnovni rastvor DPPH reagensa, 3 mM (1,18 mg/mL): 11,8 mg DPPH reagensa u 10 mL etanola
(n.s.). Stabilan dve nedelje na 4°C, ¢uvati ga u mraku u toku rada. Radni rastvor DPPH reagensa, 67,2 uM
(26,4 pg/mL): 560 puL osnovnog rastvora DPPH reagensa u 25 mL metanola (n.s.). Priprema se neposredno
pre upotrebe. Metanol. 70% etanol.

Uzorci: 80% etanolni ekstrakti osnovnih koncentracija ~100 ili ~200 mg/mL razblaZeni su u 70% etanolu na
pocetne koncentracije potrebne za test od 2 ili 4 mg/mL, a zatim razblaZeni po sistemu duplih razblaZenja, na
ukupno sedam koncentracija (interval od 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125 mg/mL ili 4; 2; 1; 0,5; 0,25;
0,125; 0,0625 mg/mL).

Postupak: Test je izvoden u mikrotitar plo¢ama, dimenzija 12x8 bunarcica, u tri ponavljanja radnih proba za
svako razblaZenje ekstrakta i po jednom korekcijom za svako razblaZenje ekstrakta, i po tri ponavljanja
kontrole sa jednom slepom probom. Svi reagensi i uzorci dodavani su odgovaraju¢im multikanalnim
pipetama. Radne probe sadrZe: 100 uL radnog rastvora DPPH reagensa, 10 pL ekstrakta, 190 uL metanola.
Korekcije sadrze: 100 pL metanola, 10 pL ekstrakta, 190 uL metanola. Kontrole sadrze100 pL radnog
rastvora DPPH reagensa, 10 uL 70% etanola, 190 uL metanola. Slepa proba sadrzi: 100 pL metanola, 10 pL
70% etanola, 190 uLL metanola. Meri se na ¢ita¢u mikrotitar ploca (Multiskan reader) po isteku 60 minuta
inkubacije u mraku, na talasnoj duZini od 515 nm. Na jednoj mikrotitar plo¢i moguce je uraditi 3 uzorka
(ekstrakta ili standarda) prakti¢no istovremeno. Faktor razblaZenja uzorka: 10/300. Faktor razblaZenja
rastvora DPPH:100/300, Cwell (DPPH)= 8,8 pg/mL tj. 22,4 pM.

3.4.1.2 Kapacitet neutralizacije superoksid anjon radikala (SOA test)

SkevindZer aktivnost ispitivanih ekstrakata odredena je merenjem njihove sposobnosti da neutraliSu
superoksid anjon radikale (O,”) nastale tokom aerobne redukcije nitroblu-tetrazolijuma (NBT)
nikotinamidadenindinukleotidom (NADH) u prisustvu fenazinmetilsulfata (PMS), po metodi Nikishimi,
1972. PMS u reakciji sa NADH prelazi u redukovani oblik (PMSH), a tokom njegove reoksidacije
kiseonikom iz vazduha dolazi do generisanja superoksidanjon radikala (O,") koji u velikoj meri (95%)
redukuje NTB (bezbojan oblik) u formazan (plave boje), Slika 3-3. Dodatkom ekstrakta koji sadrzi
antioksidante dolazi do neutralizacije O, radikala i smanjenja redukcije NBT reagensa.
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N
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Slika 3-3 Strukture reagenasa NBT i PMS, i mehanizam aerobne redukcije NBT
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Reagensi: Rastvor nitroblutetrazolijuma (NBT), 144 uM: 3,1 mg NBT u 25 mL destilovane vode (n.s.).
Osnovni rastvor fenazin-metosulfata (N-methylphenazonium methyl sulfate, phenazine methosulfate, PMS),
600 uM: 4,6 mg PMS u 25 mL destilovane vode (rastvor drZati u tamnoj boci). Radni rastvor PMS, 60 uM:
250 pL osnovnog rastvora i 2,25 mL destilovane vode (pripremati neposredno pre dodavanja u probe, za
svaki uzorak posebno). Rastvor natrijumove soli redukovanog nikotinamid-adenin dinukleotida (NADH),
677 uM: 4,8 mg NADH u 10 mL destilovane vode. Fosfatni pufer, pH=8,3: 1,1686 g Na,HPO, x 2H,0 i
0,0182 KH,PO,u 100 mL destilovane vode (n.s.).

Uzorci: Rastvori ekstrakata (u 70% etanolu) vrsta rodova Rumex i1 Polygonum, koncentracija u intervalu od
15 mg/ml do 0,2 mg/ml, videti Prilog 8.6.2.

Postupak: Test se izvodi u epruvetama, u sedam razblaZzenja svakog uzorka u tri ponavljanja radne probe i
jednom korekcijom. Radne probe sadrZze: 200 uLL NBT, 10 pL ekstrakta, 100 pL NADH, 100 pL. PMS 1 1100
uL pufera. Korekcije sadrze: 200 pL. NBT, 10 puL ekstrakta, 100 uL pufera, 100 uL PMS i 1100 puL pufera.
Kontrola sadrzi: 200 pLL NBT, 10 pL. 70% etanola, 100 pL. NADH, 100 uL PMS i 1100 pL pufera.

Napomena: NADH i PMS se dodaju jedno za drugim u Sto kraéem vremenskom intervalu. Pufer se dodaje
nakon 5-6 min. Apsorbancija se meri na 560 nm po isteku 5 minuta. Faktor razblaZenja u epruveti: 10/1510.

3.4.1.3 Kapacitet neutralizacije NO radikala (NO test)

Inhibicija NO' radikala odreduje se spektrofotometrijski, merenjem smanjenja produkcije diazokompleksa
(ruZicasto obojenog) koji nastaje u reakciji nitrita i Grissovog reagensa (Green et al, 1982). Rastvaranjem
natrijum-nitroprusida (SNP) u vodenom rastvoru pri fizioloSkom pH nastaje najpre NO' radikal koji u
reakciji sa kiseonikom gradi nitritne jone (Slika 3-4). Smanjenje intenziteta ruZicastog obojenja u prisustvu
ekstrakta u odnosu na kontrolne probe meri se na 546 nm.
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Slika 3-4 Gradenje diazokompleksa u reakciji nitrita sa Griess-ovim reagensom

Reagensi: Fosfatni pufer, pH=7,4; 0,067 M: 87,5 mg KH,PO, i 481,8 mg Na,HPO, x 2H,O u 50 mL
destilovane vode (n.s.). Natrijum-nitroprusid (SNP - sodium nitroprusside), 10 mM: 74,5 mg
Na,[Fe(CN)sNO] x 2H,0 u 25 mL fosfatnog pufera, pH=7,4; 0,067 M (n.s.). (1) N-(1-naftil)-etilendiamin
dihidrohlorid (NEDA), 2 mg/mL: 50 mg NEDA u 25 mL destilovane vode. (2) Sulfanilamid, 20 mg/mL u
fosfornoj kiselini, 4%: 0,5 g sulfanilamida i 580 pl fosforne kiseline u 25 mL destilovane vode. Griess-ov
reagens se priprema meSanjem jednakih zapremina rastvora (1) i (2).

Napomena: smesa je stabilna 12 h na 4 °C dok su pojedina¢ni rastvori (1) i (2) stabilni 4 meseca.

Uzorci: Pripremane su serije duplih razblaZenja ispitivanih ekstrakata u 70% etanolu, u intervalu pocetnih
koncentracija 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 i 0,3125 mg/mL (videti Prilog 8.6.3.). Za svaku koncentraciju
ekstrakta su pripremljene po tri radne probe i jedna korekcija.
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Postupak: Ispitivanja su radena na po sedam koncentracija svakog uzorka u tri ponavljanja radnih proba i
jednom korekcijom. Radne probe sadrZze: 75 uL. SNP, 5 uL ekstrakta i 75 pL pufera. Korekcije sadrZe: 75 pL
pufera, 5 pL ekstrakta i 75 pL pufera. Kontrole sadrZze: 75 uL. SNP, 5 uLL 70% etanola i 75 pL pufera. Sam
eksperiment se postavlja u zamracenoj prostoriji, a inkubira se na konstantom svetlu u toku 60 minuta. Po
isteku prerioda inkubacije dodaje se po 150 uL Grissovog reagensa u sve probe. Apsorbancija se meri u
¢itacu mikrotitar ploca, na 546 nm. Faktor razblazenja u well-u: 5/305.

3.4.1.4 Kapacitet neutralizacije hidroksil radikala

U cilju odredivanja kapaciteta neutralizacije OH-radikala, primenjena je modifikovana metoda po
Gutteridge-u (1987). U Fentonovoj reakciji generisani hidroksil radikali vode razgradnji 2-deoksi-D-riboze
na malonildialdehid (MDA) i hidroksisiréentu kiselinu u prisustvu kiseonika. MDA sa dva molekula
tiobarbiturne kiseline (TBA) daje ruzicasto obojeni kompleks (Slika 3-5).

HyO, + Fe?* — = Fe3 + OH + OH

OH OH OH

: o]
K[(o \OH 0. .OH ol o | TBA MDA
: ) Lo | b

obojeni kompleks

o \ OH | (unad) = 532 nm

(6]
+ N,
Ho L, 0 0
a) b)
MDA

Slika 3-5 a) Reakcija nastajanja malonilaldehida in situ, b) Reakcija formiranja ruZicasto obojenog kompleksa po dodatku
tiobarbiturne kiseline

Reagensi: Rastvor vodonik-peroksida, 0,0147%: 49 uL. 30% H,0, u 100 mL destilovane vode (n.s.). Rastvor
gvozde-(II) sulfata, 10,0 mM: 0,1390 g FeSO4 x 7H,0O u 50,0 mL destilovane vode (n.s.). Fosfatni pufer,
pH=7,4; 0,067 M: 1,7506 g KH,PO, i 9,6334 g Na,HPO, x 2H,0O u 1000,0 mL destilovane vode (n.s.).
Rastvor 2-deoksi-D-riboze, 0,05 M: 0,1677 g CsH,0O4 u 25,0 mL fosfatnog pufera (pH 7.4, 0,067 M).
Rastvor kompleksona III: 1,86 g EDTA u 50,0 mL destilovane vode. TBA reagens: 3,0 g tiobarbiturna
kiselina (thiobarbituric acid, TBA), 120,0 g trihlorsiréetna kiselina (trichloracetic acid, TCA) i 10,4 mL
perhlorne kiseline (HCIO,4) u 800,0 mL destilovane vode. Zbog slabije rastvorljivosti TBA, potrebno je kod
pripreme reagensa, staviti smeSu u ultrazvucno kupatilo, ili na magnetnu mesalicu.

Serija pocetnih razblaZenja ekstrakata i standarda (Prilog 8.6.4)

Uzorci: Pripremljena je serija dvostrukih razblaZenja ispitivanih ekstrakata u 70% etanolu, u intervalu 200,
100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 mg/mL (pocetne koncentracije, videti Prilog 8.6.4). Za svaku koncentraciju
ekstrakta su pripremljene po tri probe i jedna korekcija, prema redosledu u tabeli.

Postupak: Radne probe sadrZe: 50 pL. 2-deoksi-D-riboze, 10 puL ekstrakta, 50 uL H,O,, 50 pL Fe,SO,, 1,3
mL pufera. Korekcije sadrze: 50 pL pufera, 10 pL ekstrakta, 50 uL H,O,, 50 uL Fe,SO,, 1,3 mL pufera.
Kontrole sadrZe: 50 pL 2-deoksi-D-riboze, 10 uL. 70% etanola, 50 uL H,O,, 50 uL Fe,SO,, 1,3 mL pufera.
Po isteku 60 minuta inkubacije na 37 °C, u sve probe dodato je 100 pL. EDTA i 1 mL TBA reagensa. Nakon
toga se sve epruvete zagrevaju na 100 °C u toku 10 min. Nakon hladenja po 0,2 mL rastvora je preneto u
mikrotitar plocu, a apsorbancija je merena na 532 nm. Faktor razblaZenja u epruveti: 10/2560.
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3.4.1.5 Inhibicija lipidne peroksidacije

Odredivanje sposobnosti ispitivanih ekstrakata da inhibiraju lipidnu peroksidaciju radeno je TBA metodom
(Halliwell i Gutteridge, 1986). Polinezasi¢ene masne kiseline izolovane iz semena lana, ekstrakcijom po
Soxhlet-u, kori¢ene su kao supstrat za lipidnu peroksidaciju izazvanu Fe** jonima u sinergizmu sa
askorbatom. Poznato je da Fe** joni mogu reagovati sa kiseonikom iz vazduha i pri tome generisati reaktivne
kiseoni¢ne vrste (ROS), kao Sto je superoksid anjon radikal (O,-") za koji se pretpostavlja da je inicijator
lancane radikalske reakcije lipidne peroksidacije. U sukcesivnim reakcijama nastaju razli¢ite forme
reaktivnih Cestica: lipidni radikal (L-), peroksil radikal (LOO-), lipidni hidroperoksid (LOOH) 1 dr, koji u
reakciji sa jonima metala (Fe** ili Cu**) mogu da grade lipidne alkoksil radikale (Slika 3-6), malonilaldehid,
4-hidroksi-2-nonenal, 4-hidroksi-2-heksanal, akrolein itd.

Fe?* + O —— ROS + Fe¥*
LH + ROS —— L + ROS-H
L + 0, — LOO
LOO + LH —= LOOH + L’
Fe* + LOOH ——> Fe* + LO + OH

Fe¥* + LOOH — = Fe®* + LOO + H

Slika 3-6 Lancane slobodno-radikalske reakcije u procesu lipidne peroksidacije

Jedan od krajnjih produkata lipidne peroksidacije, MDA, sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA) gradi obojeni
kompleks (Slika 3-5, b).

Reagensi: Fosfatni pufer, pH=7,4; 0,067 M: 1,7506 g KH,PO, i 9,6334 g Na,HPO, x 2H,O u 1000,0 mL
destilovane vode (n.s.). Emulzija masnih kiselina iz lanenog ulja u vodi, 0,035%: 35 pL lanenog ulja i 250
pL Tween-80 u 100,0 mL fosfatnog pufera pH=7.4, 0,067M drzati na ultrazvu¢nom kupatilu 90 min. Rastvor
gvozde-(Il)-sulfata, 4,58 mM: 0,0127 g FeSO, x 7H,O u 10 mL destilovane vode. Osnovni rastvor
askorbinske kiseline, 3,49 M: 0,0615 g C¢HgOg rastvoreno u 100 mL destilovane vode (n.s.). Radni rastvor
askorbinske kiseline, 0,087 mM: 10 pl osnovnog rastvora u pomeSano sa 390 pl destilovane vode. Rastvor
dinatrijumove soli etilen-diamin-tetrasiréetne kiseline (EDTA), 3,72%: 1,86 g Na,H,EDTA u 50,0 mL
destilovane vode. TBA reagens: 3,0 g tiobarbiturne kiseline (TBA), 120,0 g trihlorsiréetne kiseline (TCA) i
10,4 mL perhlorne kiseline (HC1O,) u 800,0 mL destilovane vode.

Uzorci: Pripremljena je serija dvostrukih razblaZenja ispitivanih ekstrakata u 70% etanolu, u intervalu
pocetnih koncentracija 50-0,781 mg/mL. Za svaku koncentraciju ekstrakta su pripremljene po tri probe i
jedna korekcija.

Postupak: Radne probe sadrZe: 1,5 mL emulzije masnih kiselina, 10 pL ekstrakta, 10 uL Fe,SO,4, 10 pL
askorbata. Korekcije sadrze: 1,5 mL pufera, 10 pL ekstrakta, 10 uL Fe,SO,4, 10 puL askorbata. Kontrole
sadrze: 1,5 mL emulzije masnih kiselina, 10 uL. 70% etanola, 10 pL Fe,SO,4, 10 uL askorbata. Slepa proba:
1,5 mL pufera, 10 uL 70% etanola, 10 uL Fe,SO,4, 10 uL askorbata. Po isteku 60 minuta inkubacije na 37 °C,
u sve probe dodato je 100 uL EDTA i 1 mL TBA reagensa. Nakon toga se prokuvaju sve epruvete u toku 15
min, centrifugaraju 10 minuta na 3500 o/min, a apsorbancije mere na 532 nm. Faktor razblaZenja u epruveti:
10/2560.

3.4.1.6 FRAP test

FRAP metoda (Ferric Reducing Ability of Plasma, alternativno Feric ion Reducing Antioxidant Power)
originalno je razvijena za potrebe odredivanja sadrZaja redukujuc¢ih materija u krvnoj plazmi, ali je nasla
primenu i u ispitivanju antioksidantnog potencijala biljnih ekstrakata (Benzie et al, 1996). Zasniva se na
redukciji [Fe**-2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazin] kompleksa do intenzivno plavo obojenog [Fe**-TPTZ]
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kompleksa u kiseloj sredini (Slika 3-7). Reakcija nije specifi¢na i bilo koji sistem sa redoks potencijalom
negativnijim od para Fe**-TPTZ/Fe**-TPTZ vodi do redukcije.
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Slika 3-7 Reakcija redukcije [Fe3+-TPTZ] kompleksa

Reagensi: (1) Acetatni pufer, pH=3,6: 155,0 mg CH;COONa x 3H,O i 800 pl ccCH;COOH u 50 ml
destilovane vode (n.s). (2) 2,4,5-tripiridil-s-triazin (TPTZ), 10 mM rastvor u 40 mM HCI: 15,6 mg TPTZ u 5
ml 40 mM HCI (20 pl 36% HClI u 4,980 g dH,0). (3) Gvozde (III)-hlorid, 20 mM: 27,0 mg FeCl; x 6H,O u 5
ml destilovane vode. FRAP reagens se dobija meSanjem pripremljenih rastvora (1), (2) i (3) u odnosu 50:5:5.

Kalibraciona kriva: Askorbinska kiselina, 1,024 mg/mL: 0,1024 g askorbinske kiseline u 100 mL
destilovane vode (n.s.).

Uzorci: 80% etanolni ekstrakti osnovnih koncentracija ~100 ili ~200 mg/mL razblaZeni su u 70% etanolu na
pocetne koncentracije potrebne za test u seriji: 0,5; 0,25 1 0,125 mg/mL ili 1; 0,51 0,25 mg/mL.

Postupak: Ispitivanja su radena na po tri koncentracije svakog uzorka u tri ponavljanja radnih proba i jednom
korekcijom ekstrakta svake koncentracije. Radne probe sadrze: 290 uL Frap reagensa i 10 uL ekstrakta.
Korekcije sadrze: 290 pL vode i 10 pL ekstrakta. Slepa proba sadrzi: 290 pL Frap reagensa i 10 uL 70%
etanola. Po isteku 6 minuta, apsorbancije su izmerene na talasnoj duZini od 593 nm na ¢itacu mikrotitar plo¢a
(Multiskan reader). U jednoj mikrotitar plo¢i mogude je istovremeno uraditi 8 uzoraka na tri koncentracije.
Faktor razblaZenja u well-u: 10/300.

3.5 ANTIINFLAMATORNA AKTIVNOST

Antiinflamatorna aktivnost pripremljenih ekstrakata je odredena pracenjem nekoliko produkata metabolizma
arahidonske kiseline (12-HHT, TXB,, PGE, i 12-HETE) u trombocitima kao model sistemu, po metodi
Beara et al. 2010, dopunjenoj u radu Lesjak et al. 2013, gde je proces inflamacije izazivan dejstvom
kalcijumove jonofore A23184 (kalcimicin) i Ca** jona.

Trombociti su izolovani na Institutu za transfuziju krvi u Novom Sadu, a za potrebe eksperimenta koriS¢ene
su one kesice koncentrata trombocita kojima je istekao rok od 5 dana za medicinsku upotrebu. Utvrdeno je
da su i nakon 5 dana trombociti vijabilni, samo je njihov broj manji. Tacan broj vijabilnih trombocita je
utvrden brojanjem u Neubauer-ovoj komori (centralni kvadrat) nakon tretiranja trombocita 1% rastvorom
amonijum-oksalata (uo€avaju se kao svetlucave Cestice, pod mikroskopom). Postupak je detaljno opisan u
doktorskoj disertaciji, Beara 2010.

Reagensi: Pufer, pH=7,2; 0,067 M: 4,0033 g NaCl, 0,1006 g KClI, 0,1361 g KH,PO,, 0,8899 g Na,HPO, x
2H,0 i 0,450 g glukoza monohidrata u 500 mL destilovane vode (n.s.). Kalcimicin (jonofora A23187),
osnovni rastvor, 1,9 mM: 1,0 mg kalcimicina u 1 mL DMSO. Kalcimicin (jonofora A23187), radni rastvor
125 pM: 0,658 mL osnovnog rastvora kalcimicina (1,9 mM) dopunjeno DMSO (0,342 mL) do 10,0 mL.
Kalcijum-hlorid (CaCl,), 16,7 mM: 0,0186 g CaCl, u 10,0 mL destilovane vode. Mravlja kiselina (HCOOH),
rashladena na 4°C, 1% v/v: 5 mL cc HCOOH, 495 mL destilovane vode. Prostaglandin B, (PGB,), osnovni
rastvor, 0,1 mg/mL: 1,0 mg u 10,0 mL DMSO. PGB,, radni rastvor, 6 pg/mL: 0,6 mL osnovnog rastvora
PGB, dopunjeno DMSO (9,4 mL) do 10 mL. Amonijum-oksalat, (NH4),C,04: 1,1450 g (NH4),C,0, x HO u
100,0 mL destilovane vode.
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Uzorci: Pripremana su razblaZenja ekstrakata u 70% etanolu, pocetnih koncentracija 200; 150; 100; 50; 25 i
10 mg/mL (Prilog 8.8). Za svaku koncentraciju ekstrakta su pripremljene po dve radne probe i jedna
korekcija.

Standardi: Kvercetin, po€etne koncentracije u DMSO: 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,312 1 0,156 mg/mL. Aspirin,
pocetne koncentracije u DMSO: 0,6; 0,3; 0,1; 0,05; 0,025 1 0,01 mg/mL.

Postupak: Ispitivanja su radena na Sest koncentracija svakog uzorka u dva ponavljanja radnih proba i jednom
korekcijom. Radne probe sadrze: 4 x 10® trombocita u 2,0 mL pufera (pH=7,2), a nakon inkubacije od 5 min
uz blago muckanje na 37 °C dodaje se 0,1 mL ekstrakta i 0,1 mL radnog rastvora kalcimicina. Nakon
inkubacije od 2 min na uz blago muckanje na 37 °C dodaje se 0,3 mL kalcijum-hlorida. Posle inkubacije od
5 minuta uz blago muckanje na 37 °C , reakcija se stopira dodatkom 5,8 mL 1% rashladenog rastvora
mravlje kiseline (iz frizidera, 4 °C; u dve porcije po 2,9 mL) i dodaje se 50 pL. radnog rastvora PGB, (kao
internog standarda).

Korekcije za razliku od radnih proba ne sadrze jonofore i kalcijumove jone (CaCl,), ve¢ se umesto ovih
reagenasa dodaje 0,1 mL DMSO i 0,3 mL destilovane vode.

Kontrole ne sadrzZe ekstrakt, nego se dodaje 0,1 mL DMSO. U slepim probama nema ekstrakta, kalcimicina i
kalcijumovih jona, ali se radi nivelisanja zapremine dodaje: 0,1 mL DMSO, 0,1 mL DMSO i 0,3 mL
destilovane vode.

Dalji tretman svih radnih proba, korekcija, kontrola i slepih proba je identi¢an, a podrazumeva ekstrakciju
(intenzivno muckanje na Vorteksu u toku 15 min) metabolita iz vodene faze u organski sloj, smeSom
metanol:hloroform (1:1); 8,0 mL. Radi lakSeg odvajanja faza, sledi centrifugiranje uz hladenje (4 °C) u toku
15 min (7012 x g). Odvojenu organsku fazu je potrebno upariti pri sniZenom pritisku i ostatak rastvoriti u 0,5
mL metanola. Pre LC-MS/MS analize svaki uzorak protrebno je procediti kroz membranski filter. Faktor
razblaZenja u epruvetama: 0,1/8,35.

3.6 ISPITIVANJE MIKROBIOLOSKE AKTIVNOSTI EKSTRAKATA

Za merenje antibakterijske aktivnosti pripremljenih ekstrakata koriS¢en je metod u mikrotitar plo¢ama uz
dodavanje resazurina kao indikatora ¢elijskog rasta. Primenjeni test je poboljSana verzija testa (Sarker et al,
2007) uvedenog od strane Drummond-a i saradnika (Drummond et al, 2000), uz upotrebu fotometra za
detektovanje broja ¢elija, umesto vizuelne procene na osnovu promene boje u bunarci¢ima mikrotitar ploce.

Resazurin (Slika 3-8) je oksidoredukcioni indikator koji se koristi za procenu celijskog rasta, narocito u
razli¢itim testovima citotoksi¢nosti. Resazurin je netoksi¢na plava boja (ne-fluorescentna), koja postaje
ruziCasta i fluorescentna nakon redukcije u resorufin, delovanjem enzima oksidoreduktaza iz Zive Celije.
Resorufin se dalje redukuje do hidroresorufina koji je bezbojan i nefluorescentan.

NADH, H*  NAD*

resazurin resorufin

Slika 3-8 Oksidovana i redukovana forma resazurina - indikatora vijabilnosti bakterijskih celija

Reagensi: LB-Luria broth: NaCl (5 g), Bacto tryptone Difco (10 g), ekstrakt kvasaca Difco (5 g), destilovana
voda (1000 mL), 1M NaOH (3 mL); LA-Luria agar: NaCl (5 g), Bacto tryptone Difco (10 g), ekstrakt kvasca
Difco (5 g), Agar Difco (15 g), destilovana voda (1000 mL), IM NaOH (3 mL), Miieller- Hinton Broth: MH
bujon prah (21 g), Agar Difco (15 g), destilovana voda (1000 mL); TA; AGAR: Kazein hidrolizat (10 g),
NaCl (5 g), Agar Difco (7 g), destilovana voda (1000 mL).
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Bakterijski sojevi: gram pozitivne bakterije — Staphylococcus aureus (ATCC25923), Staphylococcus
epidermidis (ATCC12228), Bacillus subtilis (ATCC6633), Listeria innocua (laboratorijska kolekcija); gram
negativne bakterije — Escherichia coli SY252 (laboratorijska kolekcija), Escherichia coli (ATCC25922);
Escherichia coli IpcA (laboratorijska kolekcija), Escherichia coli (ATCC8739), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 9027).

napomena: svi bakterijski sojevi su poreklom sa Katedre za mikrobiologiju, Instituta za botaniku Botanicke
baste "Jevremovac", Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, Republika Srbija

Ozivljavanje liofiliziranih sojeva: U epruvete se razlije po 2 mL LB. Spatulom iz liofiliziranih slojeva
zahvati se kultura i uroni u LB. Zasejane kulture zajedno sa kontrolnim LB-om, inkubiraju se u termostatu na
37 °C preko noéi.

Pripremanje prekono¢ne kulture: Sa odgovarajucih iSaranih ploca sterilnom ezom se uzme jedna kolonija i
preneseu 2 mL LB hranljive podloge. Zasejane kulture zajedno sa kontrolnim LB se inkubiraju 24 h na 37 °C
u termostatu.

Postupak: U bunarci¢ima mikrotitar ploce pripremljena su dvostruka razblaZenja ekstrakta u medijumu MH
(Miller Hinton Broth) u opsegu koncentracija 0,25 - 8,0 mg/ml. U svaki bunar¢i¢ mikrotitar plo¢e dodato je
80 ul ekstrakta u medijumu MH (odgovaraju¢e koncentracije), 10 pl resazurina (0,67 mg/ml u sterilonoj
vodi, proceden kroz membranski filtar) i 10 ul bakterijskih ¢elija (~ 5 x 10° cfu/ml), kako je prikazano na
slici. Mikrotitar ploce su potom inkubirane u toku 18h na 37°C, a po isteku perioda inkubacije apsorbancije
su o€itavane 570 nm i 600 nm, pomoc¢u Thermo scientific fotometra. Procenat rasta bakterija (G (%), growth)
je izracunat iz formule: G(%)=100 x (As70—Agoo uzorak)/(As7;—Agoo pozitivna kontrola). Sve apsorbancije su
bile korigovane na apsorbanciju ekstrakta, a zavisnost procenta bakterijskog rasta G (%) od koncentracije
ispitivanog ekstrakta predstavljena je grafi¢ki (Habeeb et al. 2007). Kao pozitivna kontrola smatraju se
bunar¢iéi u koje nije dodat ekstrakt, nego: 80 uL MH medijuma, 10 ul bakterijskih éelija (~ 5 x 10° cfu/ml) i
10 pl resazurina (Prilog 8.9).
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1 METABOLICKO PROFILISAN]JE

U okviru ove doktorske disertacije uradena je hemijska analiza etanolnih (80 % v/v) ekstrakata 15 biljnih
vrsta podfamilije Polygonoideae, sakupljenih sa razlicitih lokaliteta na teritoriji centralnog i zapadnog
Balkana.

U tu svrhu su kori$¢ene razli€ite instrumentalne metode:

- spektrofotometrijske metode za odredivanje sadrZaja ukupnih fenolnih jedinjenja (u reakciji sa Folin-
Ciocalteu reagensom), ukupnih hidroksilovanih flavonoida (u reakciji formiranja kompleksa sa Al**-jonima)
i ukupnih antrahinona (primenom Borntregerove reakcije) u pripremljenim ekstraktima herbi i rizoma.

- LC-MS-MS kvantitativna analiza fenolnih komponenti (fenolnih kiselina i derivata, fenilpropanoida,
flavonoida razli¢itog stepena oksidacije i antrahinona) u pripremljenim etanolnim ekstraktima razli¢itih
biljnih organa.

- LC-DAD-MS analiza u cilju identifikacije dominantnih jedinjenja u ekstraktima.

4.1.1 ODREDIVANIJE SADRZAJA UKUPNIH FENOLNIH JEDINJENJA

U Prilogu 8-2 i na histogramima (Slika 4-1) prikazani su rezultati odredivanja sadrZaja fenolnih jedinjenja u
pripremljenim etanolnim (80% v/v) ekstraktima herbi i rizoma, radenih u seriji od tri merenja, na tri razliite
koncentracije ekstrakata, izraZeni u mg ekvivalenata galne kiseline po 1g suvog ekstrakta (SE), sa ozna¢enim
lokalitetima (1-46) na kojima je sakupljen biljni materijal (Tabela 3-1). Zeleni histogram odnosi se na
rezultate ispitivanja ekstrakata herbi, dok braon histogram predstavlja rezultate odgovarajucih rizoma.

Prema dobijenim rezultatima, od svih ispitivanih uzoraka ekstrakata, po visokom sadrZaju ukupnih fenolnih
jedinjenja isticu se herbe vrste Rumex patientia i vrste Rumex crispus, sa 499,6-694,1 mg eqGA/g SE (mg
ekvivalenata galne kiseline po 1 g suvog ekstrakta), odnosno 525,8 mg eqGA/g SE, respektivno. Znacajne
koli¢ine fenolnih jedinjenja odredene su i u uzorku rizoma vrste Rumex acetosella subsp. multifidus, 615,2
mg eqGA/g SE, dok je u ekstraktu rizoma podvrste Rumex acetosella subsp. acetoselloides (osim u jednom
uzorku, all_I10, 425,8 mg eqGA/1g SE), znatno manji sadrZaj ovih jedinjenja, u intervalu 221,9-331,9 mg
eqGA/1g SE.

Vrsta Polygonum maritimum, ili morski troskot se istice po visokom sadrZaju fenolnih jedinjenja u
ekstraktima i herbe i rizoma (483,3 vs 424,7 mg eqGA/g SE).

Najvece varijacije u dobijenim rezultatima se javljaju kod ekstrakata herbi vrste Bistorta officinalis (140, od
118,3-376,6 mg eqGA/g SE), i u ekstraktima herbi i rizoma vrste Persicaria lapathifolia (+ 93, od 150,5-
342,2 mg eqGA/g SE ekstrakti herbi, odnosno + 110, od 135,5-410,1 mg eqGA/g SE ekstrakti rizoma).
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Slika 4-1 Rezultati sadrZaja ukupnih fenolnih jedinjenja za ekstrakte herbi (zeleni stubici, gornji histogram) i za odgovarajuce ekstrakate rizoma (braon stubici, donji histogram), sa naglasenim
lokalitetom (01-46) sa kojeg potice biljni materijal. Oznake ispitivanih vrsta: podrod Rumex: pat — R. patientia; cri — R. crispus; obt — R. obtusifolius, bal — R. balcanicus, alp — R. alpinus; podrod
Acetosa: ac — R. acetosa; podrod Acetosella: all — R. acetosella subsp. acetoselloides, allM — R. acetosella subsp. multifidus; rod Polygonum: avi — P. aviculare, mar — P. maritimum, rod Bistorta: bis
— Bistorta officinalis, rod Persicaria: amp — P. amphibia, hyd — P. hydropiper, lap — P. lapathifolia, per — P. maculosa; rod Fagopyrum: esc — F. esculentum. Svi rezultati su usrednjene vrednosti
merenja na tri koncentracije u seriji od tri merenja.

62



Doktorska disertacija

4.12 ODREDIVANIJE SADRZAJA UKUPNIH FLAVONOIDA

U Prilogu 8-3 1 na histogramima (Slika 4-2), prikazani su rezultati odredivanja sadrzaja ukupnih flavonoida
izrazeni u mg ekvivalenata kvercetina po 1 g suvog ekstrakta (mg eqQ/g SE). Svaki pojedinacni ekstrakt
herbi i rizoma ispitivan je u seriji od tri merenja, na tri razli¢ite koncentracije.

Na osnovu dobijenih rezultata, moZemo da zaklju¢imo da je ovim testom odreden visok sadrZaj flavonoida u
vrsti Fagopyrum esculentum, 108 mg eqQ/g SE, i da se isti¢e vrsta R. acetosella sa sadrZajem flavonoida od
63,2-104,3 mg eqQ/g SE u sedam ispitanih ekstrakata herbi.

U okviru roda Rumex, vrste R. balcanicus i R. patientia imaju neSto visi sadrZaj flavonoida u odnosu na
srodne vrste R. crispus, R. obtusifolius i R. alpinus. Od ispitanih vrsta roda Persicaria isti¢e se vrsta P.
maculosa, po nesto viSem sadrzaju flavonoidnih jedinjenja (57,5-67,9 mg eqQ/g SE) u odnosu na ostale vrste
ovog roda (30,3-47,2 mg eqQ/g SE).

Sadrzaj flavonoidnih jedinjenja u ekstraktima rizoma znatno je niZi u svim ispitanim uzorcima u odnosu na
odgovarajuce ekstrakte herbi (od 3,6 puta u vrsti P. maritimum do ¢ak 63 puta u podvrsti Rumex acetosella
subsp. multifidus). Najve¢i sadrzaj flavonoida odreden je u ekstraktu rizoma vrste F. esculentum (7,7 mg
eqQ/g SE) i u dva primerka rizoma vrste Persicaria lapathifolia (~7,5 mg eqQ/g SE).
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Slika 4-2 Rezultati sadrZaja ukupnih flavonoida za ekstrakte herbi (zeleni stubici, gornji histogram) i za odgovarajuce ekstrakate rizoma (braon stubici, donji histogram), sa naglasenim lokalitetom (01-
46) sa kojeg potice biljni materijal. Oznake ispitivanih vrsta: podrod Rumex: pat — R. patientia; cri — R. crispus; obt — R. obtusifolius, bal — R. balcanicus, alp — R. alpinus; podrod Acetosa: ac — R.
acetosa; podrod Acetosella: all — R. acetosella subsp. acetoselloides, allM — R. acetosella subsp. multifidus; rod Polygonum: avi — P. aviculare, mar — P. maritimum; rod Bistorta: bis — Bistorta
officinalis, rod Persicaria: amp — P. amphibia, hyd — P. hydropiper, lap — P. lapathifolia, per — P. maculosa; rod Fagopyrum: esc — F. esculentum. Svi rezultati su usrednjene vrednosti merenja na tri
koncentracije u seriji od tri merenja. Rezultati za uzorke rizoma (braon histogrami) prikazani su u dve skale: A) od 0 do 120 mg eqQ/g SE i B) od 0 do 9 mg eqQ/g SE -> nastavak
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Slika 4-2 nastavak. Uveéani grafik sadrZaja ukupnih flavonoida u ekstraktima rizoma.
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4.1.3 ODREDIVANIJE SADRZAJA UKUPNIH ANTRAHINONSKIH JEDINJENJA

Rezultati odredivanja sadrZaja ukupnih antrahinonskih jedinjenja u pripremljenim ekstraktima herbi i rizoma
izrazeni u mg ekvivalenata dantrona po 1 g suvog ekstrakta (mg eqD/g SE), su prikazani u Prilogu 8-4,
odnosno na histogramima, Slika 4-4. Ispod svakog stubi¢a nalazi se oznaka vrste i lokalitet sa kojeg je
prikupljen biljni materijal.

Na osnovu dobijenih rezultata, uocava se da se po znatno viSem sadrZaju ukupnih antrahinona u ekstraktima
herbi istiCu vrste R. patientia 1 R. crispus (41,8 £ 12,7 mg eqD/g SE odnosno 52,5 mg eqD/g SE,
respektivno). Kod svih ostalih ispitivanih vrsta sadrZaj ukupnih antrahinona je prili€éno ujednacen i krece se u
intervalu od 11,5-35,4 mg eqD/g SE.

Sadrzaj ukupnih antrahinona u uzorcima rizoma se kretao u intervalu od 14,5-38,8 mg eqD/g SE, a najvise
antrahinonskih struktura ima u rizomima vrste Bistorta officinalis (34,5 £ 7,7 mg eqD/g SE), R. acetosa (38
+ 12,2 mg eqD/g SE), ali i vrstama podroda Rumex (19,6-35,4 mg eqD/g SE).

Na osnovu rezultata primenjenog spektrofotometrijskog odredivanja sadrzaja ukupnih 1,8-
dihidroksiantrahinona u reakciji sa KOH, uz dantron kao interni standard, moglo bi se zakljuciti da su i vrste
roda Rumex i vrste roda Polygonum sensu lato, bogate antrahinonskim strukturama, §to nije u saglasnosti sa
literaturnim podacima (Poglavilje 2.2.2). Dalja ispitivanja kvantitativnog sadZaja 6 standardnih
antrahinonskih jedinjenja (Tabela 4-1, Tabela 4-2) na istim ekstraktima herbi i rizoma, pokazala su znacajne
razlike u prisustvu emodina, hrizofanola i aloe-emodina izmedu posmatranih vrsta, dok u ispitivanim
uzorcima vrste roda Polygonoum sensu lato nisu detektovana ova jedinjenja. Dakle, iako je raden metodom
standardnog dodatka, ovaj test ocigledno nije dovoljno specifi¢an, odnosno pretpostavlja se da jo§ neka
fenolna jedinjenja daju pozitivnu reakciju. Na osnovu korelacionog dijagrama, uocava se dobra korelacija u
sadrzaju antrahinonskih i ukupnih fenolnih jedinjenja u uzorcima herbi (Slika 4-3) svih ispitivanih uzoraka, a
kod ekstakata rizoma, kod pojedinih vrsta roda Polygonum sensu lato, takode je znacCajna korelacija (ali je
ukupnih faktor korelacije zna¢ajno nizi, R* 0,28).

r2: 0,6751 o r2: 0,28029
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Slika 4-3 Korelacije sadriaja ukuphin fenola i ukupnih antrahinona u uzorcima herbi (levo) i rizoma (desno), svih ispitivanih
uzoraka
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Slika 4-4 Rezultati sadrZaja ukupnih antrahinona za ekstrakte herbi (zeleni stubici, gornji histogram) i za odgovarajuce ekstrakate rizoma (braon stubiéi, donji histogram), sa naglasenim lokalitetom
(01-46) sa kojeg potice biljni materijal. Oznake ispitivanih vrsta: podrod Rumex: pat — R. patientia, cri — R. crispus; obt — R. obtusifolius, bal — R. balcanicus, alp — R. alpinus; podrod Acetosa: ac — R.
acetosa; podrod Acetosella: all — R. acetosella subsp. acetoselloides, allM — R. acetosella subsp. multifidus; rod Polygonum: avi — P. aviculare, mar — P. maritimum, rod Bistorta: bis — Bistorta
officinalis, rod Persicaria: amp — P. amphibia, hyd — P. hydropiper, lap — P. lapathifolia, per — P. maculosa; rod Fagopyrum: esc — F. esculentum.
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Izvesne razlike u distribuciji ispitanih klasa sekundarnih biomolekula u zavisnosti od taksonomske
pripadnosti posmatrane vrste, primetne su i pazljivim uporednim posmatranjem prikazanih histograma (Slika
4-1, Slika 4-2, Slika 4-3). Radi lakSeg uocavanja postojec¢ih razlika, na slici (Slika 4-5) je prikazan grafik
korelacije sadrZaja ukupnih fenola i flavonoida.
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Slika 4-5 Korelacija sadrZaja ukupnih fenolnih (mg eqGA/g SEn) i flavonoidnih (mg eqQ/g SEn) jedinjenja za uzorke herbi

U okviru roda Rumex, jasno se uoCava grupisanje ispitivanih vrsta po pripadnosti podrodovima Rumex,
Acetosa i Acetosella. Tako se po izuzetno visokom sadrzaju ukupnih fenolnih jedinjenja odvaja vrsta R.
patientia (podroda Rumex), dok se ispitani uzorci vrste Rumex acetosella grupiSu na drugu stranu po
visokom sadrZaju flavonoida. U okviru roda Polygonum sensu lato, vrsta Fagopyrum esculentum se odvaja
po izuzetno visokom sadrzaju flavonoidnih jedinjenja, a vrsta Polygonum maritimum izdvaja se na drugu
stranu po visokom sadrZaju fenolnih jedinjenja. Ostale ispitane vrste roda Polygonum sensu lato grupisu se u
centralni deo grafika, sa umerenim sadrZajem fenolnih i flavonoidnih molekula. Ipak, po neSto veéem
sadrzaju ovih sekundarnih metabolita izdvaja se vrsta Persicaria maculosa.

Grafik korelacije sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida za uzorke ekstrakata rizoma prikazan je na slici (Slika
4-6).

68



Doktorska disertacija

6.4 1
tlap_24 *|ap_25
5.6 1
4.8
c 4.0
w
L]
o
[o4
g
o 3.2+ —
E Qavi_16 @
Oac~05 i
2.4+ h
yd_22 o R
*hyd 23 * *|ap_37 obt 35  Cavi_17 ac_07
avi_150 " @~ " epjs 21
lap_28 #avi_15
164 P - avi 18 ¢avi_16
all_08g hyd 274 3—5}
B0 19ty bal 34 o
pat_0le # 'oc-z’ a P Qac_n4
0.8 *mac_38 42 o lsamﬂzﬂn_os
0 06 o0 35
*hyd_27 ®alp_46 o o 33
. 3 =
®0at 0o sk *bis_47 wa_yn
0.0 T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70
mg eqGAfg SEn

Slika 4-6 Korelacija sadriaja ukupnih fenolnih (mg eqGA/g SEn) i flavonoidnih (mg eqQ/g SEn) jedinjenja za uzorke rizoma

Kao i kod uzoraka ekstrakata herbi, i u esktraktima rizoma ispitivanih vrsta podfamilije Polygonoideae, vrsta
P. maritimum se istakla po znatno viSem sadrZaju fenolnih jedinjenja, a vrsta Fagopyrum esculentum po
najviSem sadrzaju flavonoida. Tri uzorka vrste R. acefosa grupisale su se po viSem sadrZaju ukupnih fenolnih
jedinjenja od ostalih ekstrakata rizoma. Na dijagramima su prikazane normalizovane vrednosti (Prilog 8-7)

4.14 KVANTITIVNA LC-MS-MS ANALIZA SADRZAJA FENOLNIH JEDINJENJA

Kvantitativna analiza obuhvatila je odredivanje sadrzaja 51 jedinjenja, iz razlicitih klasa fenolnih metabolita
biljaka. Miks standarda sadrzavao je:

e flavonoidne aglikone (apigenin, bajkalein, daidzein, epikatehin, genistein, katehin, kemferol, luteolin,
miricetin, kvercetin, naringenin), metilovane derivate (izoramnetin i krizoeriol), i diflavonoid
(amentoflavon);

e flavonoidne glikozide: 3-O-glikozide (kemferol-3-O-glukozid, kvercetin-3-0O-galaktozid, kvercetin-3-O-
glukozid, kvercetin-3-O-ramnozid, kvercetin-3-O-rutinozid), 7-O-glikozide (bajkalein-7-O-glukuronid,
luteolin-7-0-glukozid, apigenin-7-0-glukozid, apigenin-7-O-apiozil-glukozid), 8-C-glikozid (apigenin-
8-C-glukozid), 3-O-estar (epigalokatehin-galat),

¢ hidroksibenzoeve Kkiseline (galna kiselina, p-hidroksibenzoeva kiselina, protokatehinska kiselina,
siringinska kiselina, vanilinska kiselina, 2,5-dihidroksibenzoeva kiselina);

e hinsku kiselinu, fenilpropenske kiseline (3,4-dimetoksicimetna kiselina, cimetna kiselina, ferulna
kiselina, sinapinska kiselina, kafena kiselina, o-kumarna kiselina, p-kumarna kiselina), i 5-O-
kafeoilhinsku kiselinu

e kumarine (umbeliferon, skopoletin i eskuletin)

¢ lignane (sekoizolaricirezinol i mateirezinol)

¢ antrahinone (aloe-emodin, rein, emodin, hrizofanol, dantron 1 alizarin)
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U tabelama (Tabela 4-1 i Tabela 4-2) prikazani su rezultati kvantitativne LC-MS-MS analize ekstrakata
herbi i rizoma za 15 ispitivanih vrsta podfamilije Polygonoideae, dok su tabele rezultata kvantitativne analize
ekstrakata pripremljenih iz cvasti, stabljika i listova ovih vrsta prikazane u Prilogu 8-5. Radi bolje
preglednosti rezultata, u tabelama su koriS¢ene boje (Zuta boja za jedinjenja prisutna u koli¢inama >1 mg/g
(0,1%) SE i crvena boja za jedinjenja prisutna u koli¢inama >20 mg/g (2%) SE). Ukupno 17 ispitanih
jedinjenja nije detektovano ni u jednom pripremljnom ekstraktu, pa su ti rezultati izostavljeni iz tabela.

4.1.4.1.1 Hinska kiselina

Hinska kiselina, kao i 5-O-kafeoilhinska kiselina u ¢iji sastav ulazi, najviSe je zastupljena u vrsti Bistorta
officinalis, nesto viSe u nadzemnim delovima (od 1,7 do 21,4 mg/g SE), ali i u rizomima (od 1,1-2,6 mg/g
SE). U znacajnoj koli€ini ovog metabolita ima i u vrstama Persicaria maculosa, P. hydropiper i P.
lapathifolium i u vrsti F. esculentum. 1 vrste Persicaria amphibia i Polygonum maritimum, koje ne sadrzZe 5-
O-kafeoilhinsku kiselinu, sadrZe hinsku kiselinu u koli¢inama ispod 1 mg/g. U vrsti Polygonum aviculare,
hinske kiseline u nadzemnim delovima ima od 1,8 do 8,9 mg/g, dok je u korenc¢i¢ima i rizomu ima znatno
manje, u intervalu od 0,2 do 0,9 mg/g SE. Sto se ti¢e prisustva hinske kiseline u okviru roda Rumex, vrste
podrodova Acetosa i Acetosella imaju ve¢i sadrZaj ovog metabolita. NajviSe hinske kiseline je zastupljeno u
nadzemnim delovima vrste R. acetosa (od 0,8 do 11,8 mg/g SE), dok je u rizomima ima znatno manje (od
0,05 do 0,7 mg/g SE). Ako posmatramo vrste podroda Rumex, u njima je ovaj metabolit najmanje zastupljen.
Po maloj koli¢ini hinske kiseline najviSe se izdvaja vrsta R. alpinus, gde koli¢ina kiseline ne prelazi 0,09
mg/g (koliko je odredeno u ekstraktu cvasti uzoraka alp_53). Sadrzaj hinske kiseline u rizomima Sest
ispitanih vrsta podroda Rumex ne prelazi granicu od 0,09 mg/g SE. Ovaj metabolit je u vecoj koli¢ini
zastupljen jedino u ekstraktima cvasti, narocito u vrsti R. patientia, ali i vrsti R. crispus i u nekim uzorcima
cvasti R. obtusifolius.

4.1.4.1.2 Galna kiselina

Galne kiseline u slobodnom obliku ima znatno vise u vrstama rodova Polygonum i Persicaria u odnosu na
vrste roda Rumex. NajviSe ovog metabolita ima u vrsti Polygonum maritimum i to u listovima, 7,3 mg/g SE,
a potom i u vrsti Persicaria amphibia, narocito u listovima (4,8-5,4 mg/g SE) i cvasti (3,1-5,4 mg/g SE).
Ako je prisutna u biljci, galna kiselina je podjednako zastupljena i u nadzemnom i u podzemnom delu
(rizomi, korenci¢i) biljke. Ostali predstavnici roda Persicaria (P. hydropiper, P. lapathifolium i P. maculosa)
takode sadrze znacajne koliCine galne kiseline. Vrsta Fagopyrum esculentum sadrZzi veoma malo galne
kiseline, u cvasti je odredeno 0,3 mg/g SE, a u rizomu 0,26 mg/g SE. U okviru roda Rumex, najvise galne
kiseline ima u podrodu Rumex i to u vrstama R. patientia i R. balcanicus. Vrste R. acetosa i R. acetosella
vece koli¢ine galne kiseline sadrZe jedino u cvasti, i u obe vrste ta koli¢ina se kre¢e u granici od 0,9-1,2 mg/g
SE. Medutim, u listovima, stabljici i rizomu ove dve vrste koli¢ina galne kiseline je znatno manja.

4.1.4.1.3 Protokatehinska kiselina

Sadrzaj protokatehinske kiseline u ispitivanim vrstama podfamilije Polygonoideae krece se u intervalu od
0,01-1,6 mg/g SE. Koli¢ina ovog metabolita po vrstama je dosta ujednacena, pa time ne pruza podatke koji
bi imali hemotaksonomski znacaj. U tri uzorka cvasti sa razli¢itih lokaliteta vrste R. acetosella odredeno je
oko 1,4 mg/g SE ovog metabolita. U vrstama podroda Rumex, znatno je niZi sadrZaj protokatehinske kiseline
u rizomima u odnosu na nadzemni deo biljaka. Znatno niZi sadrZaj ovog metabolita u rizomima u odnosu na
nadzemni deo prisutan je i u vrstama Bistorta officinalis, Persicaria hydropiper, P. lapathifolium i P.
maculosa.

4.1.4.1.4 Katehin

Flavan-3-ol, katehin, bi mogao da posluZi kao hemotaksonomski marker na nivou roda Rumex, jer jasno
pravi razliku izmedu podroda Rumex sa visokim sadrzajem ovog metabolita u celoj biljci, sa jedne strane i
podrodova Acetosa i Acetosella sa izuzetno niskim sadrZaj katehina u nadzemnom delu (dok se u korenju
sadrzaj katehina kre¢e od 0,16-3,1 mg/g SE za vrstu R. acetosa, odnosno od 0,1-8,5 mg/g se za vrstu R.
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acetosella). Visok sadrzaj katehina u vrstama podroda Rumex odreden je naroCito u cvasti. Isticu se vrste R.
crispus sa koli¢inom katehina u cvasti i do 37 mg/g SE, R. patientia sa sadrZajem katehina u cvasti od 7-29,3
mg/g SE i R. obtusifolius sa koli¢inom od 3,7-28,9 mg/g SE. U vrsti R. balcanicus je odredeno 9,1 mg
katehina po 1g suvog ekstrakta cvasti, a u vrsti R. alpinus samo 1,3 mg katehina po 1 g suvog ekstrakta
cvasti. Rizomi vrsta roda Polygonum, P. maritimum 1 P. aviculare, takode su bogati katehinom u koli¢inama
od 15,7 mg/g SE i od 5,5-14,1 mg/g SE, respektivno, ali i vrsta Bistorta officinalis, sa 13,1-14,9 mg katehina
po 1g suvog ekstrakta rizoma. U vrsti B. officinalis, velike koli¢ine katehina prisutne su i u cvasti (od 4-8,4
mg/g SE). Ispitane vrste roda Persicaria i roda Fagopyrum sadrze znatno manje koli¢ine ovog metabolita.
Time je utvrdeno da je katehin dobar hemotaksonomski marker i u okviru tribusa Persicariae, jer razdvaja
rod Persicaria sa niskim sadrZajem katehina od roda Bisforta, sa veoma visokim sadrZajem katehina.

4.1.4.1.5 2,5-Dihidroksibenzoeva kiselina

2,5-dihidroksibenzoeva kiselina (gentizinska kiselina) je u ispitivanim vrstama podfamilije Polygonoideae
prisutna u koli¢inama na granici kvantitativnog odredivanja (koja iznosi 0,0033 mg/g) i krece se u intervalu
od 0-0,08 mg/g, a najvise je ima u uzorcima vrsta Polygonum aviculare.

4.1.4.1.6 5-O-kafeoilhinska kiselina

5-O-Kafeoilhinska kiselina, zbog svoje razli¢ite zastupljenosti u 15 ispitanih vrsta podfamilije
Polygonoideae, moZe da se koristi u hemotaksonomske svrhe. U okviru roda Rumex, vece kolicine 5-O-
kafeoilhinske kiseline prisutne su u nadzemnom delu biljaka vrste R. acetosa (od 0,3-11,1 mg/g suvog
ekstrakta listova). Na osnovu ovog metabolita odvaja se podvrsta Rumex acetosella subsp. multifidus (sa
visokim sadrZajem hlorogenske kiseline do 15,2 mg/g SE cvasti), od podvrste R. acetosella subsp.
acetoselloides (sa kolicinom manjom od 0,1 mg hlorogenske kiseline/g SE cvasti). Ispitane vrste podroda
Rumex sadrZze veoma niske koli¢ine ovog metabolita, do 0,2 mg/g SE cvasti u jednom uzorku vrste R.
obtusifolius subsp. subalpinus.

U okviru roda Polygonum, 5-O-kafeoilhinska kiselina razdvaja vrste P. aviculare, sa umerenim koli¢inama
hlorogenske kiseline u nadzemnom delu (od 0,07 do 1,2 mg/g SE) i P. maritimum (sa sadrZajem ovog
metabolita ispod 0,054 mg/g SE). Vrsta Bistorta officinalis, od svih 15 ispitanih vrsta sadZi znatno vecu
kolic¢inu 5-O-kafeoilhinske kiseline, narocito u rizomu (33,9-61,1 mg/g SE), u listovima (9,4-26,7mg/g SE),
u stabljici (6,3-14,5 mg/g SE) i cvasti (6,4-11,7 mg/g SE). Znatne koli¢ine hlorogenske kiseline prisutne su i
u vrsti Fagopyrum esculentum, naro€ito u cvasti ove vrste sa 13,7 mg/g SE, a znatno manje u rizomu (0,7
mg/g SE) i listovima (0,3 mg/g SE). Za taksonomiju roda Persicaria, ovo je znacajan metabolit, jer prema
dobijenim rezultatima razdvaja vrstu Persicaria amphibia, kao vrstu sa veoma niskim sadrzajem hlorogenske
kiseline (manje od 0,013 mg/g SE), od vrsta Persicaria maculosa (koja u listovima moZe imati i do 17,8 mg
hlorogenske kiseline po 1g suvog ekstrakta lista) i P. lapathifolium (od 12-14,7 mg 5-O-kafeoilhinske
kiseline po 1g suvog ekstrakta lista). Nekoliko uzoraka determinisanih kao P. hydropiper takode sadrze od
1,9-8,7 mg/g suvog ekstrakta listova. Ovde je bitno napomenuti da je veoma teSko razlikovati vrste
Persicaria  hydropiper 1 Persicaria lapathifolium na osnovu morfoloskih karakteristika, pa
hemotaksonomska odredivanja mogu doprineti pravilnoj determinaciji ovih vrsta.

4.1.4.1.7 Epigalokatehin-galat

Epigalokatehin-galat u koli¢inama iznad 1mg/g SE jeste marker vrste Polygonum maritimum, a zastupljen je
1 u nadzemnim delovima i u rizomu. U koli¢inama od 0,1-2 mg/g SE ima ga samo jo$ u vrstama Polygonum
aviculare 1 Persicaria amphibium. Odreden je i u vrsti Persicaria maculosa (ispod 0,3 mg/g SE) i
mestimi¢no u vrstama Persicaria lapathifolium (uzorci herbi i rizoma sa lokaliteta 25), odnosno P.
hydropiper (hyd_23, hyd_49 i hyd_50). Epigalokatehin-galat nije odreden ni u jednom uzorku vrsta roda
Rumex, niti u vrstama Bistorta officinalis 1 Fagopyrum esculentum.
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4.1.4.1.8 p-Hidroksi-benzoeva kiselina

p-Hidroksi-benzoeva kiselina je u veoma malim koli¢inama zastupljena u skoro svim ispitanim uzorcima.
Najvise ovog metabolita je odredeno u vrstama Persicaria hydropiper i P. lapathifolium, po 0,66 mg/g SE i
0,52 mg/g SE listova, respektivno.

4.1.4.1.9 Eskuletin

Eskuletin je u pojedinim ispitanim uzorcima odreden u koli¢inama koje su na granici detekcije (0,003mg/g
SE), pa samim tim nema hemotaksonomski znacaj za vrste podfamilije Polygonoidae.

4.1.4.1.10 Epikatehin

Epikatehin, epimer katehina, ima znacaj za hemotaksonomiju roda Rumex. Visok sadZaj epikatehina odreden
je u svim ispitanim uzorcima rizoma vrsta R. acetosa i R. acetosella (ukupno 16 uzoraka), u koli¢inama od
2,1-26,9 mg/g SE rizoma i od 2,7-11,1 mg/g SE, respektivno. Podvrsta R. acetosella subsp. multifidus sadrzi
1 do 57,8 mg epikatehina po 1g SE rizoma. NeSto manje epikatehina ima i1 u cvasti vrste R. acetosa od 0,8-3
mg/g SE. U vrstama R. acetosella, u nadzemnom delu, sadrzaj epikatehina se kre¢e od 0,013-0,78 mg/g. U
podrodu Rumex, najvise epikatehina je odredeno u cvasti jednog uzorka vrste R. patientia (5,1mg/g SE) i tri
uzroka cvasti vrste R. obtusifolius (1,7-8,1 mg/g SE), kao i u uzorcima rizoma vrsta R. alpinus (5,4-7,4 mg/g
SE), R. obtusifolius (1,0-2,2 mg/g SE) i R. crispus (1,7 mg/g SE). U rizomu vrste R. patientia ima nesto
manje epikatehina (od 0,70 do 1,8 mg/g SE). U jednom uzorku rizoma vrste Bistorta officinalis odredeno je
1,7 mg epikatehina po 1g SE, a u cvasti F. esculentum 2,8 mg epikatehina po 1g SE. U ispitanim uzorcima
vrsta roda Persicaria 1 roda Polygonum, sadrZaj epikatehina je veoma nizak. NeSto je viSi sadrZaj ovog
metabolita u vrsti Persicaria amphibia (najviSe u cvasti, od 0,40-0,58 mg/g SE). NajniZi je sadrZaj
epikatehina u vrsti Persicaria maculosa (od 0,034-0,142 mg/g SE).

4.1.4.1.11 Kafena kiselina

Slobodne kafene kiseline u ekstaktima ispitivanih vrsta ima veoma malo, tj. ne prelazi granicu od 0,37 mg/g.
Nije uocena nikakva pravilnost izmedu prisustva kafene kiseline, vrste i/ili biljnog organa.

4.1.4.1.12 Vanilinska kiselina

Granica detekcije vanilinske kiseline je 0,052 mg/g SE, pa prema toj granici nije detektovana u vrstama
Persicaria maculosa, Polygonum maritimum i Rumex crispus. NajviSe ove kiseline je odredeno u uzorku
rizoma vrste F. esculentum (0,18 mg/g SE) i uzorku rizoma vrste R. acetosella subsp. acetoselloides (0,19
mg/g SE).

4.1.4.1.13 Siringinska kiselina

Siringinska kiselina takode nema znacaj za hemotaksonomiju vrsta podfamilije Polygonoideae. Sa granicom
detekcije od 0,020 mg/g SE, ovo jedinjenje nije dokazano ni u jednom uzroku vrste Bistorta officinalis. U
vrstama R. acetosa 1 R. acetosella, sadrZzaj ove kiseline nije veci od 0,1 mg/g SE. NajviSe siringinske kiseline
je odredeno u rizomu vrsta Polygonum aviculare (0,08-0,43 mg/g SE) i Fagopyrum esculentum (0,25 mg/g
SE). U stabljikama vrste Persicaria amphibia odredeno je od 0,12-0,15 mg/g SE ovog metabolita.

4.1.4.1.14 p-Kumarna kiselina
p-Kumarinske kiseline ima u svim ispitanim uzorcima, §to je i ocekivano s obzirom na ¢injenicu da ovo
jedinjenje predstavlja prekursor u sintezi flavonoidnih jedinjenja, kojima obiluju vrste podfamilije

Polygonoideae. U najveéem broju ekstrakata, sadrZaj p-kumarne kiseline ne prelazi koli¢inu od 0,1 mg/g SE.
U vrstama Rumex acetosella, Persicaria amphibia, P. hydropiper i P. lapathifolium ovaj metabolit se najvise
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akumulira u cvasti (0,16-0,45 mg/g SE, 0,14-0,18 mg/g SE, 0,25-0,65 mg/g SE i od 0,023-0,58 mg/g SE,
respektivno). U vrsti Fagopyrum esculentum p-kumarne kiseline ima najviSe u rizomu (0,47 mg/g SE).

4.1.4.1.15 Umbeliferon i skopoletin

Kumarini, umbeliferon i skopoletin, u najve¢em broju ispitanih ekstrakata nisu detektovani, ili ako su
detektovani koli¢ina je bila blizu granice detekcije, Sto znaci da ova jedinjenja nisu karakteristi¢na za vrste
podfamilije Polygonoideae.

4.1.4.1.16 Ferulna kiselina

Ferulna kiselina je u koli¢inama ispod 0,1mg/g SE prisutna u svim uzorcima vrsta Bistorta officinalis,
Polygonum aviculare, P. maritimum 1 Rumex acetosa. NajviSe ferulne kiseline ima u listovima vrsta podroda
Rumex, ito: R. obtusifolius subsp. subalpinus, R. patientia, R. balcanicus, R. obtusifolius subsp. obtusifolius 1
R. alpinus, u koli¢inama od 0,12-0,47 mg/g SE. U nadzemnom delu vrste R. acetosella, sadrZzaj ferulne
kiseline se krece od 0,02-0,31 mg/g SE, pri ¢emu je sadrZaj ovog metabolita ve¢i u cvasti i listovima, a niZi u
stabljici ove vrste. U listovima vrste Persicaria amphibia, cvasti P. lapathifolium 1 listovima P. maculosa,
odredeno je ovog metabolita u koli¢inama ve¢im od 0,1 mg/g SE. Jedino je u vrsti Fagopyrum esculetnum, u
rizomu, odredeno 0,26 mg/g SE ovog metabolita.

4.1.4.1.17 Sinapinska kiselina

Za sinapinsku kiselinu granica detekcije iznosi 0,018 mg/g SE. U najveéem broju uzoraka, nije detektvano
prisustvo ovog metabolita.

4.1.4.1.18 Viteksin

Viteksin sa karakteristicnom C-glikozidnom vezom izmedu aglikona apigenina i molekula glukoze, u
poziciji C-8, predstavlja znac¢ajan hemotaksonomski marker vrsta R. acetosa i R. acetosella. Od preostalih 13
ispitanih vrsta, jedino je u vrsti F. esculentum odredeno u cvasti 0,76 mg/g SE ovog metabolita. U vrstama R.
acetosa 1 R. acetosella, ovog metabolita ima samo u nadzemnim delovima biljke (narocito se akumulira u
listovima). NajviSe viteksina je odredeno u ekstraktu listova vrste R. acetosa (I_ac_07) 18,9 mg/g SE i
ekstaktu lista podvrste R. acetosella subsp. multifidus (I_allM_40) 14,6 mg/g SE. U uzorcima ekstrakata
listova podvrste R. acetosella subsp. acetoselloides, sadrzaj viteksina je u intervalu od 1,4-4,8 mg/g SE, au
cvasti od 1,3 do 3,1 mg/g SE. Podvrsta R. acetosella subsp. multifidus ima znatno vec¢i sadrZaj viteksina.

4.1.4.1.19 Luteolin-7-O-glukozid

Luteolin-7-O-glukozid bi bio dobar marker vrsta R. acetosa i R. acetosella. Samo su nadzemni delovi ovih
vrsta bogati posmatranim metabolitom. U nadzemnim delovima vrste R. acetosella subsp. acetoselloides je
najveci sadrzaj luteolin-7-O-glukozida (od 1,3-53,5 mg/g SE), dok je u podvrsti R. acetosella subsp.
multifidus sadrzaj znatno nizi (od 0,19-0,39 mg/g SE). U vrsti R. acetosa odredeno je od 0,17-11 mg/g SE
ovog derivata luteolina. Luteolin-7-0-glukozid nije detektovan ni u jednom uzorku od 5 ispitivanih vrsta
podroda Rumex, niti u 2 ispitane vrste roda Polygonum, kao ni u vrsti Fagopyrum esculetnum. U okviru roda
Persicaria u ispitanim uzorcima vrste Persicaria maculosa odredeno je od 0,14-0,28 mg/g SE ovog
metabolita, kao i u pojedinim uzorcima vrsta P. hydropiper i P. lapathifolium (u koli¢inama do 0,2 mg/g
SE). U jednom primerku vrste Bistorta officinalis, u ekstraktu lista i stabljike, odredeno je 0,24mg/g SE i
0,22 mg/g SE ovog metabolita, respektivno.

4.1.4.1.20 Hiperozid

Hiperozid, kvercetin-3-O-galaktozid, je metabolit koji je u velikoj meri zastupljen u ispitivanim vrstama
podfamilije Polygonoideae, i to dominantno u nadzemnim delovima biljke (osim u vrsti Fagopyrum
esculetnum). Koli¢ine ovog metabolita u ispitivanim rizomima su u granicama detekcije. Podrod Rumex
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akumulira velike koli¢ine hiperozida u listovima i u cvasti. Po vrstama, koli¢ina hiperozida u cvasti se krece
u intervalima: R. patientia (5,5-29,3 mg/g SE), R. crispus (11,7 mg/g SE), R. obtusifolius (3,9-25,1 mg/g
SE), R. alpinus (2,5-5,7 mg/g SE), dok u vrstama R. balcanicus nije detektovan hiperozid. SadrZaj hiperozida
u listovima ovih vrsta se kretao u intervalima: R. patientia (0,06-27,6 mg/g SE), R. crispus (21,7 mg/g SE),
R. obtusifolius (3,4-35,6 mg/g SE) i R. alpinus (8,7-58,0 mg/g SE). U vrsti R. acetosa (podroda Acetosa),
odreden je visok sadzaj hiperozida, koji se u nadzemnom delu biljaka kretao i intervalima: 10,7-41,6 mg/g
SE cvasti, od 0,1-29,4 mg/g SE stabljike, od 0,5-4,5 mg/g SE listova. Ni u jednom uzorku podvrsta R.
acetosella subsp. acetoselloides, sakupljenih na 4 razli€ita lokaliteta, nije detektovan hiperozid. Interesantno
je uociti da druga ispitivana podvrsta, R. acetosella subsp. multifidus, sadrzi znacajne koli¢ine ovog
metabolita u nadzemnom delu, i to do 38,3 mg/g SE koliko je odredeno u cvasti ove vrste. U dve ispitivane
vrste roda Polygonum (P. aviculare 1 P. maritimum), sadrZaj u nadzemnom delu se kretao od 1,5-5,9 mg/g
SE u vrsti P. aviculare, odnosno od 1,5-3,2 mg/g SE u vrsti P. maritimum. Vrste Bistorta officinalis i
Fagopyrum esculentum takode su bogate ovim metabolitom, ¢iji se sadrZaj u nadzemnom delu biljaka krece
u intervalu od 1,4-4,2 mg/g SE cvasti i 1,6-10,3 mg/g SE listova vrste B. officinalis, odnosno 2 mg/g SE
cvasti i samo 0,05 mg/g SE listova vrste F. esculentum. Uzorak ekstrakta korena heljde, jedini je uzorak
podzemnog dela biljke ¢iji je sadrZaj hiperozida do 3,5 mg/g SE. Nadzemni delovi vrsta roda Persicaria
takode su bogati hiperozidom u koli¢inama 5,9-7,4 mg/g SE cvasti i 12,5-17,3 mg/g SE listova (vrsta P.
amphibium), od 8,7-13,0 mg/g SE cvasti i 2,3-7,2 mg/g SE listova (vrsta P. hydropiper), od 1,1-16,5 mg/g
SE cvasti i od 0,4-7,7 mg/g SE listova (vrsta P. lapahtifolium), odnosno 6,1 mg/g SE cvasti i 3,4 mg/g SE
listova (vrsta P. maculosa).

4.1.4.1.21 Rutin

Rutin, kvercetin-3-O-rutinozid, je u znatno vecoj koli¢ini od ostalih vrsta prisutan u uzorcima heljde
(Fagopyrum esculentum): 102, 7 mg/g SE cvasti, 55,3 mg/g SE stabljike, 135,0 mg/g SE listova i 9,1 mg/g
SE korena. Nadzemni delovi vrste Bistorta officinalis sadrZe znatnu koli¢inu ovog metabolita: od 0,55-21,4
mg/g SE listova, od 0,3-4,1 mg/g SE cvasti i od 1,9-5,5 mg/g SE stabljike. Dve ispitane vrste roda
Polygonum samo u tragovima sadrZe ovaj metabolit. Od ispitanih vrsta roda Persicaria, u cvasti P. maculosa
odredeno je od 3,5-3,9 mg/g SE, jedan uzorak cvasti vrste P. hydropiper (hyd_27) sadrzi 1,5 mg/g SE, a dva
uzorka cvasti P. lapathifolium od 1,3-1,8 mg/g SE. U vrsti P. amphibia sadrZaj rutina u cvasti je ispod 0,45
mg/g SE. U okviru podroda Rumex postoje interspecijske razlike u koli€ini rutina u nadzemnim delovima
biljaka. Tako vrste R. patientia 1 R. crispus imaju znacajno manju koli¢inu ovog metabolita u odnosu na
vrstu R. balcanicus (u uzorku ekstrakta cvasti odredeno je i do 29,7 mg/g SE rutina). Dalje, vrste R. alpinus i
R. obtusifolius akumuliraju najviSe rutina u listovima (1,4-10,1 mg/g SE i 0,4-5,7 mg/g SE, respektivno) i
cvasti (1,8-2,8 mg/g SE i 1,1-3,5 mg/g SE, respektivno). U jednom primerku vrste R. obtusifolius (obt_35)
nije detektovan rutin (ni u ekstraktu cvasti, ni listova ni stabljike), Sto moZe da ukaZe ili na postojanje
hibridne vrste (izmedu R. crispus i R. obtusifolis) ili na znacajan uticaj ekoloskih faktora. Vrsta R. acetosa je
bogata rutinom, ¢ija se koli¢ina krece u cvasti od 1,9-13,2 mg/g SE, u listovima od 1,1-25,6 mg/g SE,
odnosno u stabljikama od 1,3-16,3 mg/g SE. U uzorku sa lokaliteta 42, sadrZaj rutina je znanto niZi (do
maksimalnih 0,5 mg/g SE u ekstraktu listova). U okviru podroda Acetosella, uo€ena je znaCajna razlika u
sadrzaju rutina izmedu dve ispitane podvrste. Podvrsta R. acetosella subsp. acetoselloides ima znacajno
manju koli¢inu rutina (do 0,29 mg/g SE u jednom uzorku ekstrakta listova), dok je podvrsta R. acetosella
subsp. multifidus izuzetno bogata ovim metabolitom (do 9,4 mg rutina po 1g suvog ekstrakta cvasti).

4.1.4.1.22 Kvercetin-3-0-glukozid

Kvercetin-3-0O-glukozid je prisutan uglavnom u nadzemnim delovima vrsta podfamilije Polygonoideae, osim
u uzorku heljde, u ¢ijem je rizomu sadrZzaj ovog metabolita 3,3 mg/g SE. Najvece koli¢ine ovog derivata
kvercetina ima u cvasti podvrste R. acetosella subsp. multifidus (18,3 mg/g SE), ali i u cvasti vrste R. acetosa
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(5,7-15,1 mg/g SE). U vrstama roda Persicaria, ovog metabolita ima najviSe u ekstraktima listova, i to od
8,1-14,8 mg/g SE u vrsti P. hydropiper, od 2,3-11,3 mg/g SE u vrsti P. lapahtifolium i 8,9 mg/g SE u vrsti P.
maculosa. Ekstrakti listova vrste Bistorta officinalis takode su bogati ovim metabolitom (od 2,3-7,6 mg/g
SE). Vrste roda Polygonum imaju nesto niZi sadrZaj kvercetin-3-O-glukozida, do 1,2 mg/g SE listova u vrsti
P. aviculare, odnosno 1,5 mg/g SE listova u vrsti P. maritimum. U okviru podroda Rumex, koliina
kvercetin-3-0-glukozida je najveca u listovima vrste R. obtusifolius (1,7-7,2 mg/g SE), a zatim u cvasti (1,5-
4 mg/g SE) i listovima (1,3-3,1 mg/g SE) vrste R. patientia.

4.1.4.1.23 o-Kumarna kiselina

o-Kumarna kiselina nije prisutna ni u jednom od 241 ispitanog ekstrakta vrsta podfamilije Polygonoideae.
4.1.4.1.24 Apiin

Apiin, apigenin-7-O-apiozil-glukozid, se ne sintetiSe u ispitanim vrstama podfamilije Polygonoideae.
4.1.4.1.25 Apigenin-7-O-glukozid

Apigenin-7-0-glukozid, zbog razliite infraspecijske i infragenericke distribucije u okviru podfamilije
Polygonoideae, moze da predstavlja taksonomski marker. Ovaj metabolit ne sadrzi pet ispitanih vrsta
podroda Rumex, dve vrste roda Polygonum (P. aviculare i P. maritimum), kao ni vrste Bistorta officinalis ni
Fagopyrum esculetnum. U okviru roda Persicaria, vrsta P. maculosa sadrzi male koli¢ine ovog glikozida
apigenina (najvise u cvasti, 0,4 mg/g SE), a prisustvo ovog metabolita je odredeno i u jednom uzorku vrste
P. hydropiper (ekstrakt lista hyd_23, 0,2 mg/g SE) i jednom uzorku cvasti vrste P. lapathifolium (lap_52,
0,22 mg/g SE). Ni u jednom uzorku vrste P. amphibium nije detektovan apigenin-7-O-glukozid. Ekstrakti
listova vrste R. acetosa sadrZze male koli¢ine apigenin-7-O-glukozida (od 0,05-0,47 mg/g SE). Znacajne
koli¢ine ovog metabolita odredene su u dva od Cetiri ispitana ekstrakta primeraka podvrste R. acetosella
subsp. acetoselloides sakupljenih sa razli¢itih lokaliteta (cvast 1,2-5,2 mg/g SE, listovi 2,2-2,6 mg/g SE,
stabljika 0,2-0,94 mg/g SE). U podvrsti R. acetosella subsp. multifidus sadrzaj ovog metabolita je znatno
manyji (cvast 0,08 mg/g SE, listovi 0,31 mg/g SE, stabljika 0,15 mg/g SE).

4.1.4.1.26 Miricetin

Miricetin zbog ograni¢ene distribucije u okviru vrsta podfamilije Polygonoideae, moZe posluZiti kao
hemotaksonomski marker i to za vrstu Persicaria amphibium u koli¢inama iznad 1 mg/g SE (prema nasim
rezultatima, najviSe miricetina ima u ovoj vrsti, i to u liS¢u biljaka, od 1-3mg/g. Ovaj aglikon iz klase
flavonola sa galoilovanom strukturom na B-prstenu, nije detektovan ni u jednom uzorku vrsta roda Rumex, a
nije prisutan ni u uzorcima vrsta Fagopyrum esculentum, Persicaria maculosa, ni P. lapathifolium. U malim
koli¢inama (od 0,05 do 0,37 mg/g SE) odreden je u ekstraktima listova vrsta Persicaria hydropiper (hyd_22,
23, 27, 49 i 50). U polovini ispitanih uzoraka vrste Polygonum aviculare, ovog metabolita smo odredili u
koli¢ini od 0,06 do 0,17 mg/g SE. Druga ispitana vrsta roda Polygonum, P. maritimum, takode sadrZi
miricetin u ekstraktima listova (do 0,29 mg/g SE). U radu Kawasaki et al. 1986, autori navode da su
glikozidi miricetina retko zastupljeni u okviru familije Polygonaceae, ali da su oni prisutni kao dominantne
komponente u vrsti Polygonum aviculare, $to nije u potpunoj saglasnosti sa nasim rezulatima.

4.1.4.1.27 Kvercitrin

Kvercitrin, kvercetin-3-O-ramnozid, je joS jedan u nizu ispitanih glikozida kvercetina i prema naSim
rezultatima, znaCajan konstituent biljaka podfamilije Polygonoideae. Ima ga iskljuivo u nadzemnim
delovima biljke. NajviSe ga ima u listovima vrsta R. patientia i R. balcanicus, cvasti vrste Bistorta officinalis
i cvasti vrste Fagopyrum esculentum (1,9-79,5 mg/g SE, 46,6 mg/g SE, 24,7-59,5 mg/g SE i 41,9 mg/g SE,
respektivno). U okviru podroda Acetosella, koli¢ina prisutnog kvercitrina pravi diferencijaciju izmedu dve
ispitane podvrste: podvrsta R. acetosella subsp. multifidus veoma je bogata ovim jedinjenjem (13,8 mg/g SE
u cvasti i 14,4 mg/g SE u listovima), dok podvrsta R. acetosella subsp. acetoselloides prakticno ne sadrzi
ovaj metabolit. U vrsti R. acetosa postoji velika razlika u sadrZaju kvercitrina. Naime, dva od pet uzoraka
cvasti sadrZe veliku koli¢inu ovog metabolita (2,7 mg/g SE cvasti uzorka ac_04, odnosno 12,5 mg/g SE
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cvasti ac_05), dok se u ostalim uzorcima koli¢ina ovog metabolita krece u intervalu od 0,004-0,430 mg/g
SE. U okviru roda Persicaria, kvercitrina ima najvise u listovima biljaka i to: od 11,1-14,9 mg/g SE listova
vrste P. amphibia, 4,4-16,7 mg/g SE listova vrste P. hydropiper i 6,7 mg/g SE u cvasti vrste P. maculosa.
Kod vrste P. lapathifolium, u nekim primercima biljaka sadrzaj kvercitrina je najveci u cvasti, a kod ostalih u
listovima ili stabljici, a krece se u intervalu od 0,03-5,4 mg/g SE.

4.1.4.1.28 Kemferol-3-O-glukozid

Kemferol-3-O-glukozid, na osnovu dobijenih rezultata, jeste marker vrsta Persicaria hydropiper, P.
lapathifolium 1 P. maculosa u ¢ijoj cvasti (2,0-5,2 mg/g SE, 0,14-54 mg/g SE i 0,8 mg/g, respektivno),
odnosno listovima (od 1,7-3,5 mg/g SE, od 0,4-7,0 mg/g SE i 1,2 mg/g SE, respektivno) ima znacajnih
koli¢ina ovog metabolita. Medutim, u okviru istog roda izdvaja se vrsta Persicaria amphibia sa veoma
niskom koli¢inom ovog glukozida (najvecéa je u cvasti, od 0,10-0,14 mg/g SE), zbog ¢ega ne moZzemo da
proglasimo ovaj metabolit markerom €itavog roda Persicaria. U okviru roda Polygonum vrsta P. aviculare u
listovima sadrZi od 1,2-1,4 mg/g SE kemferol-3-O-glukozida, dok je u listovima vrste P. maritimum njegova
koli¢ina znatno manja (0,30 mg/g SE). U vrstama Fagopyrum esculentum 1 Rumex balcanicus nije
detektovan kemferol-3-O-glukozid. Vrste Rumex acetosa, R. obtusifolius, R. patientia, i podvrsta R.
acetosella subsp. acetoselloides odlikuje nizak sadrzaj ovog metabolita. U cvasti podvrste Rumex acetosella
subsp. multifidus odredeno je 3,8 mg/g SE ovog metabolita, a u listovima vrsta R. crispus i R. alpinus ta
koli¢ina iznosi 1,03 mg/g SE i od 0,1-1,05 mg/g SE, respektivno. Posto se koli¢ina 3-O-glukozida kemferola
znacajno menjala u zavisnosti od lokaliteta sa kojih su sakupljani primerci vrsta, moZemo da zaklju¢imo da
kemferol-3-0-glukozid ipak nije pouzdan marker u okviru podfamilije Polygonoideae.

4.1.4.1.29 Kvercetin

Aglikon kvercetin je u najvec¢oj koli€ini zastupljen u nadzemnim delovima vrsta Persicaria hydropiper i P.
amphibia (od 1,4 do 39,4 mg/g SE, odnosno od 1,2 do 21,3 mg/g SE, respektivno), a najvece koli¢ine
odredene su u ekstraktu listova ove dve vrste. Na osnovu sadrZaja ovog metabolita izdvaja se primerak vrste
P. lapathifolium sakupljen sa lokaliteta br. 28, u ¢ijim je ekstraktima cvasti, stabljike i listova, odredeno 15
mg/g SE, 6,5 mg/g SE i 41,6 mg/g SE, respektivno i time se priblizava vrsti P. hydropiper. U koli¢inama
iznad 1 mg/g SE ovaj metabolit je prisutan i u vrsti Fagopyrum esculentum, pojedinim uzorcima vrste
Bistorta officinalis, cvasti vrste Rumex acetosa, cvasti vrste Rumex patientia 1 R. crispus 1 pojedinim
uzorcima ekstrakata cvasti vrste R. obtusifolius.

4.1.4.1.30 Cimetna kiselina

Cimetna kiselina je odredena u nekoliko uzoraka ekstrakata nadzemnog dela vrsta Persicaria hydropiper i P.
lapathifolium, a nije detektovana ni u jednom uzorku ostalih 13 ispitanih vrsta.

4.1.4.1.31 Naringenin

Flavanon naringenin je odreden u po jednom uzorku cvasti vrsta Persicaria hydropiper (0,55 mg/g SE), P.
lapathifolium (0,51 mg/g SE) i P. maculosa (0,60 mg/g SE), i u ekstraktima cvasti (0,64 mg/g SE) i rizoma
(0,20 mg/g SE) vrste R. crispus.

4.1.4.1.32 Luteolin

Flavon luteolin u koli¢inama iznad 1,5 mg/g SE predstavlja hemotaksonomski marker podvrste R. acetosella
subsp. acetoselloides. U koli¢inama iznad 1 mg/g SE odreden je i u jednom uzorku cvasti vrste Persicaria
hydropiper (4,4 mg/g SE), P. lapathifolium (1,4 mg/g SE) i P. maculosa (5,0 mg/g SE). U koli¢ini do 0,75
mg/g SE odreden je u nekoliko uzoraka (tri od pet) nadzemnog dela primeraka vrste R. acetosa i po jednom
ekstraktu cvasti vrsta R. crispus (0,49 mg/g) i R. obtusifolius (0,27 mg/g SE). U koli¢inama koje su bliske
donjoj granici detekcije ovog metabolita (0,002 mg/g), detektovan je i u primercima Rumex patientia, R.
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balcanicus, R. alpinus, Polygonum aviculare, P. maritimum, Bistorta officinalis, Persicaria amphibia i
Fagopyrum esculentum.

4.1.4.1.33 Apigenin

Flavon apigenin, od ispitanih vrsta podfamilije Polygonoideae, zastupljen je u najvecoj koli€ini u podvrsti
Rumex acetosella subsp. acetoselloides, i to najviSe u ekstraktima cvasti (od 1,3-5,8 mg/g SE), a znafajna
koli¢ina ovog metabolita je odredena i u vrsti Persicaria maculosa 1 u nekoliko ekstrakata listova i cvasti
vrste Persicaria hydropiper. U koli¢inama ispod 1 mg/g SE ovog metabolita ima u velikom broju primeraka
vrste R. acetosa. Apigenin nije odreden ni u jednom primerku od Sest ispitanih vrsta podroda Rumex, dve
ispitane vrste roda Polygonum, vrstama Bistorta officinalis, Persicaria amphibia i Fagopyrum esculentum.

4.1.4.1.34 Kemferol

Flavonol kemferol je u koli¢inama iznad 1 mg/g SE odreden jedino u ekstraktima listova (i cvasti) vrste
Persicaria hydropiper (od 1,8-8,9 mg/g SE listova, odnosno od 1,3-3,0 mg/g SE cvasti). U cvasti 1 listovima
primerka vrste P. lapahtifolium sa lokaliteta 28, odredeno je 5,8 mg/g SE i 18,2 mg/g SE kemferola,
izdvajajuci ga tako (kao i u slucaju kvercetina) od ostalih primeraka ove vrste. U pojedinim uzorcima P.
lapathifolium i P. persicaria odredeno je metabolita kemferola u koli¢inama ispod 0,45 mg/g SE. U cvasti i
listovima vrste Persicaria amphibia odredeno je od 0,13-0,22 mg/g SE, odnosno 0,16-0,60 mg/g SE ovog
metabolita, a u slicnim koli¢inama i u ekstraktima vrste Bistorta officinalis (0,12-0,17 mg/g SE cvasti i 0,45
mg/g SE listova) i Polygonum aviculare (od 0,2-0,67 mg/g SE listova). Pojedini uzorci vrsta podroda Rumex
takode sadrZe slobodni kemferol u koli¢inama oko 0,2 mg/g SE.

4.1.4.1.35 Izoramnetin

Metilovani flavonol izoramnetin je odreden u primerku vrste Persicaria lapathifolium (sa lokaliteta 25) i to u
pripremljenim ekstraktima cvasti (0,14 mg/g SE) i listova (0,351 mg/g SE).

4.1.4.1.36 Fenolna jedinjenja koja nisu detektovana u ispitivanim uzorcima

Lignani (sekoizolaricirezinol i matairezinol), 3,4-dimetoksicimetna kiselina, bajkalin, daidzein, bajkalein,
krizoeriol, genistein, kao i diflavonoid amentoflavon, nisu detektovani u ispitanim uzorcima 15 vrsta
podfamilije Polygonoideae

4.1.4.1.37 Antrahinonska jedinjenja (aloe-emodin, rein, emodin, hrizofanol)

Rezultati kvantitativne LC-MS-MS analize sadrZaja antrahinonskih jedinjenja (Tabela 4-1, Tabela 4-2)
pokazuju da se emodin, aloe-emodin i hrizofanol ne nalaze u ispitanim primercima vrsta rodova Polygonum,
Bistorta, Persicaria i Fagopyrum, i da emodin i hrizofanol, po svom sadrZaju u rizomima vrsta roda Rumex,
mogu biti taksonomski marker podroda Rumex.

Podvrsta R. acetosella subsp. multifidus ne sadrZi antrahinonska jedinjenja u ispitanim uzorcima herbi i
rizoma. Podvrsta R. acetosella subsp. acetoselloides u izvesnoj koliCini sadrzi emodin (od 0,015-1,033 mg/g
SE herbe 1 0,001-0,829 mg/g SE rizoma) i hrizofanol (od 0-0,134 mg/g SE herbe 1 0-1,220 mg/g SE rizoma).
Vrsta R. acetosa u veoma malim koli¢inama sadrzi emodin, hrizofanol i aloe-emodin u rizomu (od 0,001-
0,965 mg/g SE, od 0-0,956 mg/g SE i 0-1,690 mg/g SE, respektivno).

Od vrsta podroda Rumex, po sadrZaju emodina i hrizofanola u rizomima istice se vrsta R. alpinus (od 5,323-
6,495 mg/g SE i od 2,454-2,643 mg/g SE, respektivno), koja u nesto niZoj koli€ini sadrzi i aloe-emodin (od
0,131-0,142 mg/g SE). Ostale ispitane vrste ovog podroda sadrZe vrlo ujednacenu koli¢inu emodina i
hrizofanola u rizomima koja se krec¢e u intervalu od 1,0 do 2,2 mg/g SE. Za nadzemne delove biljaka
podroda Rumex je od ispitanih antrahinonskih jedinjenja karakteristi¢no prisustvo samo emodina. Vrste R.
patientia 1 R. balcanicus (1 podvrsta R. obtusifolius subsp. subalpinus) se izdvajaju po niskom sadrZaju
emodina u herbi (do 0,7 mg/g SE).

77



Emilija Sviréev

U literaturi se navodi da se najveci sadrZaj antrahinona nalazi u podzemnim delovima biljaka, ali da njihov
sadrZaj ni u ostalim biljnim organima nije zanemarljiv. Prema pojedinim autorima antrahinonska jedinjenja
se pored korena, najviSe skladiste u listovima (M. W. Wegiera et al. 2007), dok drugi autori navode plodove
biljaka kao znacajan izvor antrahinona (Fairbairn and El-Muhatadi 1972). Posmatraju¢i naSe rezultate
kvantitativne LC-MS-MS analize, proizilazi da je rizom pogodniji organ za skladiStenje antrahinonskih
jedinjenja, posebno kada su u pitanju emodin i hrizofanol.

U tabelama (Tabela 4-1 i Tabela 4-2) su prikazani rezultati kvantitativne (LC-MS-MS) analize sadrZaja
fenolnih jedinjenja ispitivanih uzoraka herbi i rizoma izrazeni u mg/g SE, respektivno. Od ukupno 51
ispitanog jedinjenja, iz tabela su izostavljeni rezultati za dvadeset jedinjenja, koja koja nisu detektovana ni u
jednom ispitanom uzorku. LQ-granice detekcije ispitivanih jedinjenja u primenjenoj metodi publikovani su u
radu Or¢i¢ et al. (2014), t4-retenciona vremena odnose se na scan-analizu, a u poslednjoj koloni (X (%)) je
predstavljen procenat ukupnog sadrzaja svih kvantifikovanih metabolita u suvom ekstraktu.

Na slikama (Slika 4-7 i Slika 4-8) graficki su prikazani sadrZaji svih ispitivanih fenolnih jedinjenja, kako bi
se lakse uocile dominantne komponetne u ispitivanim uzorcima.
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Tabela 4-1 Rezultati kvantitativne ij g Lg? i, y . o o
(.LC.’-MS-.MS ) a.n.alize. sadrzaja fenolm'h. 2 4 e g EE E Z g “ ﬁ‘l ;I = = é 3 o 60 s £ g = 5 = = 3 g -§ P 3
Jjedinjenja ispitivanih uzoraka herbi 34“' o Z S EE B e g E g g % N 5 ‘g S S g 5 o 3 ) 5 g “g g 5 5 i £ Yy
izraZenih u mg/g SE. LQ-granice E £ E N E 2 2 = 5 2 g 5 S i & ~ & E § 2 £ E g Ei % 2 g 8 ~ s 2
detekcije T © g 3 ) & o M = 5 = 3 T & g X 5 z S = T
HERBA £ 0 iy '
LO 0,007 0,010 0,002 0,023 0,004 0,049 0,004 0,031 0003 0020 0002 0,007 0,002 0,002 0,003 0,002 0,002 0,003 0,049 0,001 0,002 0,049 0,003 0,002 0,005 0,003 0,013
[M-H]- 191- 169- 153- 289- 353- 457- 137- 289- 179- 197- 163- 193- 431- 447- 463- 609- 463- 431- 317- 447- 447- 301- 271- 285- 269- 285- 315- 269- 283- 269- 253- %o
t4 [min] 0,605 0,869 1,380 1,565 1,848 2,005 2,083 2,398 2,413 2,732 3,373 3,763 4,009 4,361 4,414 4,473 4,517 5,059 5,075 5,185 5,241 6,235 6,436 6,570 6,734 7,198 7,440 8,250 8,929 9,182 9,687
pat_01 - 2048 0114 3,100 0101 0000 0012 1,298 0023 0017 0013 0021 0002 0003 399 0185 1,081 0000 0000 4569 0069 039 0011 0008 0008 0032 0002 | 0000 0000 0009 0.000 28
pat 02 0657 1326 0035 | 6871 0002 0000 0003 0431 0007 0007 0006 0018 0001 0003 348 0007 0569 0000 0000 | 8921 | 0,014 0378 0005 0004 0000 0014 0001 | 0000 0000 0023 0000 23
patientia pat 03 0429 0988 0,104 | 8683 0000 0000 0009 0564 0010 0064 0012 0025 0001 0002 | 9036 0138 1278 0000 0000 1682 0026 0910 0008 0005 0006 0032 0003 | 0000 0000 0066 0032 24
pat 03 0405 1,672 0,109 | 8489 0001 0000 0013 0497 0014 0037 0014 0021 0001 0,002 0,101 1433 0,000 0000 3748 0033 0760 0006 0007 0017 0023 0003 | 0000 0000 008  0.000 28
pat 41 1307 2012 0322 0,013 0000 0026 0373 0028 0034 0067 0094 0,000 0,005 - 0,000 0,000 0000 0000 7,200 0042 0582 0004 0002 0000 0080 0016 | 0000 0001 0699  0.000 46
N crispus ci33 0710 0949 0,145 0002 0002 0015 0000 0032 004 0038 005 0002 0002 0000 0114 1,681 0000 0000 0074 0972 0247 0442 0443 0064 0071 0006 | 0006 0000 2601 0,000 51
§ obt 13 0,170 0473 0,111 4100 0037 0000 0037 0742 0043 0044 0048 0,137 0003 0005 | 10070 1,834 2,524 0001 0000 2639 0,154 0620 0015 0092 0050 0,133 0005 | 0023 0001 0112 0,166 24
= obtusifolius  obt 35 0,105 0488 0306 | 5110 0009 0000 0049 0,176 0030 0078 0102 0,113 0000 0002 3226 0018 1109 0000 0000 0020 0081 0,102 0006 0009 0000 0019 0003 | 0011 0000 0130 0,197 12
obt a4 0124 0133 0171 | 5930 0014 0000 0013 0902 0016 0013 0017 0017 0000 0004 JHSHOON 0306 0000 0000 0000 0207 0082 0,190 0002 0004 0000 0012 0012 | 0026 0002 2547 0,069 27
obts 45 0827 0314 0077 = 4626 0066 0000 0010 0460 0019 002 0021 0069 0001 0,004 0,898 0000 0000 0000 0011 0,134 0,112 0003 0016 0000 0014 0011 | 0000 0000 0166 0.000 23
balcanicus bal 34 0,140 1395 0232 4741 0019 0000 0030 0238 0014 0048 0028 0,140 0094 0006 0,000 2,055 0,002 0,000 - 0028 0265 0005 0006 0000 0007 0002 | 0000 0001 0005 0000 43
alpinis alp_a6 0030 0202 0365 0,130 0044 0000 0090 0568 0031 0,108 0055 0071 0000 0007 3748 1892 2908 0000 0000 6237 0128 0,10 0012 0002 0000 0027 0005 | 0019 0002 1404 0722 1,9
alp 53 0035 0019 0073 0001 0027 0000 008 0039 0009 0098 0050 0091 0000 0,00l 2,379 0000 0000 0000 2357 0208 0,159 0004 0000 0000 0033 0010 | 0020 0003 0882 0,705 2,6
Rumex ac 04 0995 0413 0207 0027 0569 0000 0019 0082 0016 0032 0014 002 165 1371 2748 3537 0044 0000 0417 0014 0318 0002 0122 0113 0007 0001 | 0000 0000 0004  0.000 2,5
5 ac 05 1212 0265 0074 0019 L4l 0000 0010 0448 0019 0000 0009 0023 0017 0012 5131 [WIL728Y 739 | 0000 0000 1509 0172 0365 0002 0003 0000 0009 0001 | 0,000 0000 0000 0000 30
g acetosa ac 06 1,822 0,110 0310 0047 0062 0000 0042 0133 0040 0052 0022 0039 0643 0614 | 885 7136 3512 0014 0000 0273 0041 0629 0006 0209 0,171 0030 000l | 0,020 0000 0011  0.000 25
< ac 07 L122 0356 0,160 0080 0478 0000 0017 0385 0014 0024 0015 0014 3514 0620 - 0863 4117 0029 0000 0044 0038 0487 0005 0,120 0279 0030 0002 | 0000 0000 0004 0,037 2,6
ac 42 0473 0052 0122 0001 0667 0000 0039 002 0008 0025 0015 0010 2059 0307 1563 0031 0655 0061 0000 0003 0027 0029 0000 0004 0004 0000 0008 | 0,000 0000 0009 0000 0.6
alos 0198 0298 019 0127 0027 0000 0011 0212 0038 0026 0035 0037 002 [HORSMN 0000 0004 0227 1,698 0000 0008 0003 0058 0002 3378 1871 0000 0000 | 0,005 0000 0024 0,000 39
allos 0443 0346 0271 0,107 0023 0000 0030 0247 0,117 0028 002 0097 280 1574 0000 0859 0,128 0018 0000 0005 0011 0,139 0008 0241 0,197 0003 0001 | 0013 0000 0253 0,075 03
all10 0191 0262 0271 0039 0020 0000 0043 0627 0075 0015 0054 o142 1401 [[EEE oooo o000t o111 1753 0000 0005 0000 0077 0004 | 7.403 [H0388Y 0000 0001 | 0000 0000 0015 0,000 43
s cetosella alL10 0111 0231 0367 0000 0021 0000 0042 0037 0079 0034 0042 0,130 2733 1454 0036 0,134 0226 0016 0006 0050 0012 0067 0004 0,191 0219 0003 0001 | 0011 0000 0021 0,049 0,6
3 aubsp. alL10 0401 0307 0407 0044 0076 0000 0035 0193 0,100 0037 0034 0129 0,142 0,000 0001 0056 4174 0000 0004 0000 0111 0004 6196 8541 | 0000 0002 | 0,043 0000 0088  0.000 50
§ acetoselloides all 11 0289 0,160 0449 0061 0015 0000 0047 048 0,156 0,034 0048 0,172 0,504 0,000 0,02 008 2776 0,000 0002 0000 0137 0,007 | 7,619 9475 @ 0000 0,001 | 0,094 0000 0066 0,134 52
= all12 0283 0,199 0257 0019 0003 0000 0030 019 0092 0023 0047 0146 1970 0,000 0,001 0,126 0576 0000 0002 0000 0059 0005 4591 5934 0000 0001 | 0000 0000 0028 0,000 27
al 32 0658 1,523 0622 0066 0006 0000 0058 0086 0212 0037 0128 0219 4629 0800 0000 0,167 0099 0027 0000 0002 0011 0111 0005 0139 0209 0000 0000 | 0029 0000 1033 0,093 1,1
all43 0087 0193 0297 0052 0024 0000 0017 0272 0098 0008 0042 0093 0631 [JISGSON 0.000 0001 0250 0835 0000 0007 0076 0048 0002 2007 0080 0040 0012 | 0,000 0000 0,104 0,000 21
wbsp maliifidis allM_40 2,053 0412 0,180 0,032 | 8790 | 0000 0068 0,171 0070 0032 0077 0,048 - 0,380 - 4059 6,192 0,18 0000 | 7370 1433 0,149 0005 0027 0449 0037 0002 | 0000 0000 0000  0.000 53
avi1s 2568 1,049 0115 1940 0258 0875 0036 0121 0019 0,123 0058 0044 0005 0005 | 6243 0240 1276 0000 0,174 0032 0201 0508 0009 0003 0022 0224 0009 | 0,000 0000 0001  0.000 1,6
avi1s 2492 068 0097 1675 0812 0438 0021 0256 0028 0025 0061 0044 0002 0002 1,101 0048 0811 0000 0064 0011 0526 0233 0009 0000 0000 0,118 0002 | 0,000 0000 0000 0000 1,0
Polygonum avi_ 16 2846 1,121 0094 1994 0429 0470 0016 0259 0011 0045 0029 0017 0000 0002 1806 003 0516 0000 008 0091 0315 0176 0007 0000 0000 0046 0003 | 0,000 0000 0000 0000 1,0
!;;’300) aviculare avi17 | 6724 1993 0278 0048 0551 0063 0,100 0000 0027 0,176 0,107 0055 0002 0002 0675 0082 0828 0000 0097 0041 0521 0416 0012 0003 0024 0217 0004 | 0,000 0000 0000 0000 1,3
avi_18 | 6064 1,097 0211 1752 1164 0321 0038 0,18 0023 0065 0037 0047 0003 0005 0861 0110 1,330 0000 0033 1,033 0579 0246 0008 0006 0017 0096 0003 | 0,000 0000 0000  0.000 15
avi_18 | 8945 1482 0251 3069 0423 0399 0027 0266 0024 0053 0057 0041 0009 0067 182 0120 1,506 0002 0047 0209 0598 0253 0012 0020 0028 0033 0003 | 0000 0000 0000  0.000 2,0
avi19 | 8719 0948 0234 0700 0689 0,148 0031 008 002 0,152 0051 0028 0003 0001 = 3017 0262 1378 0000 0,111 0164 1332 0401 0006 0006 0085 0,120 0005 | 0,000 0000 0000  0.000 1,9
maritimom mar 20 0,773 | 5,541 0081 2,628 0029 3734 0026 0056 0014 0114 002 0023 0000 0001 0967 0000 0482 0000 0167 0074 0113 0,19 0007 0001 0000 0008 0000 | 0000 0000 0000 0,000 15
bis21 | 6973 0293 0343 0687 |[WHOI2ZY 0009 0036 0060 0059 0011 0018 0016 0005 0000 4568 1016 3562 0001 0021 [MERSEAN 0215 0792 0007 0006 0000 0095 0003 | 0000 0000 0000 0.000 45
Bistorta bistorta bis.36 | 10473 | 0215 0351 1395 | 8028 | 0004 0032 0000 0114 0018 0029 0049 0004 0052 LI8I 5974 1929 0005 0011 3677 0040 0,102 0002 0007 0000 0008 0002 | 0000 0000 0000 0.000 34
= bis 47 1,713 0028 0064 0000 0020 0000 0082 000 0363 0013 008 0093 0000 0000 2241 5011 0000 0000 0000 0001 0000 0029 0000 0000 0000 0001 0000 | 0000 0000 0000 0000 1,0
= amp_30 0920 2712 0,142 1141 0008 0959 0032 0265 0056 0,118 0049 005 0001 0,006 - 0283 1,773 0,001 0694 | 8029 0028 4323 0026 0017 0045 0097 0005 | 0000 0000 0000 0.000 34
z amp_31 0880 348 0,87 0650 0011 1282 0049 0227 0062 0,110 0037 0050 0000 0,003 0205 148 0001 0855 | 9787 | 0028 | 5499 0016 0013 0040 0134 0009 | 0000 0000 0000  0.000 37
\g hyd_22 | 9618 1628 0549 0000 0005 0014 0227 0032 0025 0078 0078 0072 0000 0003 1558 0000 4147 0001 0037 3982 1419 | 10446 0020 0012 0055 1970 0029 | 0000 0010 0000 0000 3.6
s hyd 23 | 7,105 2,027 0207 0000 | 4291 0247 0065 0097 0038 0053 0026 0049 0038 0213 2431 0451 | 8443 | 0111 0025 2480 1438 3,09 0010 0,109 0923 0836 0008 | 0,000 0001 0000 0000 35
%’“’ podropiper ™92 [UL4890 1634 0351 0020 0659 0019 0076 0055 0015 0057 0040 0025 0018 0067 2830 1511 5455 0028 0007 1675 0627 2355 0029 0283 1343 0421 0009 | 0000 0000 0000 0000 31
< hyd_27 | 10694 1078 0249 001l 0008 0037 0098 0062 0023 0063 0076 0060 0000 0005 355 0000 5723 0001 0070 318 1291 | 7,997 0016 0009 0034 104 0016 | 0000 0013 0000 0000 36
o hyd 49 | 6,166 2900 0,103 0,133 0326 0208 0021 0046 0012 0008 0021 0024 0003 0015 2729 0,102 | 6438 0004 0372 1,141 0613 0269 0004 0006 0000 0075 0039 | 0,000 0001 0000  0.000 22
Persicaria hyd 50 | 5603 1953 0080 0224 0011 0,100 0020 0032 0010 0011 0029 002 0001 0005 2703 0014 | 10,005 0000 0374 3,618 1217 0258 0002 0001 0000 0040 0035 | 0000 0036 0000 0.000 2,7
lap_24  LII7 3557 0215 0455 0900 0000 0033 0000 0022 0067 0062 0072 0001 0019 | 9516 | 0022 = 4479 0001 0033 2996 0207 2939 0008 0011 0000 0,104 0617 | 0000 0000 0000 0000 28
lap_25 = 2502 3300 0054 1871 [ 10005 0058 0014 0027 002 0017 0019 0017 0008 0006 1802 058 | 7165 0001 0039 0177 0926 0303 0005 0007 0025 0044 0173 | 0000 0000 0000 0000 29
lapathifolia  1ap_28 | 6,164 1,618 0583 0031 0025 0004 0292 0021 0043 0068 0210 0089 0000 0005 | 8323 0000 | 9017 o001 0019 2117 5121 [ 0019 0016 0056 | 5986 0021 | 0000 0021 0000 0,000 57
lap_37 1,530 1,549 0082 0016 | 9013 | 0087 0077 0022 005 0052 0074 0167 0023 0164 0917 0908 4276 0145 0010 0485 0606 0100 0004 0068 0887 0024 0002 | 0000 0000 0000  0.000 21
lap.52  LI170 1398 0062 0042 1733 0229 0014 0040 0013 0015 0027 0019 0018 0066 0319 0506 1343 0072 0000 0934 0330 009 0028 0059 0011 0024 0018 | 0000 0000 0001  0.000 09
aculosa mac_29 | 4556 1,778 0201 0078 | 8357 0084 0042 0040 0042 0057 0052 0051 0038 0147 4842 2748 6843 0164 0010 3066 0505 0641 0113 0737 2175 0087 0003 | 0000 0000 0000 0.000 38
mac_38 - 2465 0206 0,188 = 6405 0301 0046 0,153 0,024 0013 0059 0049 0031 0,144 = 4925 2,650 0222 0018 2097 1439 0268 0082 0134 0562 0056 0004 | 0000 0000 0000 0000 47
Fagopyrum esculenum  esc_ 39 | 9,663 | 0,168 0538 0,178 | 8318 0000 0039 0867 0060 0012 0069 0034 0370 0003 1,869 2956 0,000 0,000 0017 1,523 0002 0007 0000 0015 0001 | 0000 0000 0001 0000 | 173
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Tabela 4-2 Rezultati ~ £ :§D ~ Py Py . © . 9 -
kvanfitgtivne (LC-MS -M.S ) a.ngliz.e 2 £ ”é = E g b £ i = = 4 = @) 3 - Q O £ £ g £ % = g e % 3 £ 2
ispitivanih ~ uzoraka  rizoma £ = E NV E 2 < =) G 2 E 5 Z oy & ~ 5 D S S = > g 3 & S g 2 ~ i =
izraZenih u mg/g SE. LQ-granice T © % Q 5 % = ~ (,E, , = 3 = & & M 5 M Z x N = T
detekcije RIZOM ~ o ) A
0,007 0,010 0,002 0,023 0,004 0,049 0,004 0,031 0,003 0,020 0,002 0,007 0,002 0,002 0,003 0,002 0,002 0,003 0,049 0,001 0,002 0,049 0,003 0,002 0,005 0,003 0,013
191- 169- 153- 289- 353- 457- 137- 289- 179- 197- 163- 193- 431- 447- 463- 609- 463- 431- 317- 447- 447- 301- 271- 285- 269- 285- 315- 260- 283- 260- 253- %
0605 0869 1,380 1,565 1,848 2005 2083 2398 2413 2732 3373 3763 4009 4361 4414 4473 4517 5059 5075 5185 5241 6235 6436 6570 6734 7198 7440 | 8250 8,929 9,182 9,687
pat_01 0,028 0,089 0,006 0,032 0,002 0,000 0,002 1,806 0,002 0,028 0,003 0,006 0,000 0,002 0,002 0,005 0,003 0,000 0,000 0,010 0,000 0,003 0,001 0,001 0,000 0,001 0,000 0,019 0,000 1,326 0,397 0,4
pat_02 0,051 0,158 0,007 0,140 0,000 0,000 0,004 0,205 0,003 0,013 0,006 0,016 0,000 0,001 0,005 0,003 0,007 0,000 0,000 0,029 0,000 0,010 0,003 0,001 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000 1,356 1,312 03
patientia pat_03 0,093 0,725 0,050 1,943 0,004 0,000 0,008 0,776 0,011 0,078 0,015 0,024 0,000 0,003 0,013 0,014 0,043 0,000 0,000 0,057 0,002 0,038 0,013 0,004 0,000 0,005 0,001 0,000 0,000 1,923 0,652 0,7
pat_03 0,136 1,183 0,087 3,010 0,000 0,000 0,008 0,702 0,016 0,038 0,011 0,019 0,000 0,002 0,011 0,006 0,025 0,000 0,000 0,025 0,001 0,031 0,010 0,004 0,000 0,004 0,001 0,000 0,000 0,405 0,206 0,6
pat_41 0,074 0,647 0,015 2,401 0,000 0,000 0,000 0,768 0,004 0,084 0,018 0,034 0,000 0,000 0,018 0,000 0,010 0,000 0,000 0,019 0,000 0,012 0,003 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001 1,635 1,048 0,7
« crispus cri_33 0,057 0,251 0,019 13,248 0,000 0,002 0,009 1,688 0,020 0,092 0,027 0,024 0,000 0,000 0,001 0,021 0,091 0,000 0,000 0,190 0,002 0,028 0,203 0,004 0,010 0,000 0,000 0,061 0,000 2,271 1,440 2,0
o
§ obt_13 0,083 0,268 0,017 2,516 0,001 0,000 0,004 1,546 0,015 0,007 0,010 0,029 0,000 0,001 0,001 0,003 0,010 0,000 0,000 0,049 0,002 0,020 0,031 0,005 0,000 0,006 0,001 0,025 0,000 0,432 0,628 0,6
~ obtusifolius obt_35 0,233 0,904 0,242 0,564 0,000 0,000 0,005 1,001 0,005 0,026 0,005 0,006 0,000 0,003 0,007 0,061 0,039 0,000 0,000 0,014 0,002 0,034 0,005 0,004 0,000 0,001 0,000 0,003 0,000 1,208 0,584 0,5
obt_44 0,095 0,179 0,013 3,565 0,000 0,005 0,005 2,208 0,020 0,043 0,022 0,052 0,000 0,001 0,004 0,008 0,019 0,000 0,000 0,012 0,003 0,006 0,013 0,000 0,000 0,000 0,000 0,036 0,001 1,987 1,446 1,0
obtS_45 0,042 0,634 0,019 2,967 0,000 0,000 0,006 1,311 0,023 0,046 0,034 0,064 0,000 0,000 0,000 0,000 0,008 0,000 0,000 0,018 0,000 0,020 0,016 0,002 0,000 0,000 0,000 0,049 0,000 0,706 1,078 0,7
balcanicus bal_34 0,130 0,700 0,035 0,305 0,000 0,000 0,004 3,507 0,006 0,018 0,018 0,034 0,000 0,001 0,000 0,166 0,003 0,000 0,000 0,200 0,000 0,015 0,006 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,048 1,264 0,7
alpinus alp_46 0,060 0,523 0,034 1,700 0,000 0,000 0,002 5,349 0,055 0,037 0,037 0,087 0,000 0,000 0,000 0,004 0,007 0,000 0,000 0,014 0,000 0,016 0,026 0,002 0,000 0,000 0,002 0,131 0,001 5,323 2,643 1,6
alp_53 0,035 0,554 0,069 0,485 0,000 0,082 0,025 7411 0,059 0,031 0,059 0,109 0,001 0,002 0,049 0,030 0,021 0,000 0,000 0,014 0,002 0,024 0,014 0,002 0,000 0,000 0,000 0,142 0,003 6,495 2,454 1,8
ac_04 0,208 0,036 0,119 0,478 0,004 0,000 0,025 20,569 0,025 0,021 0,012 0,030 0,002 0,008 0,004 0,088 0,025 0,002 0,000 0,129 0,001 0,049 0,021 0,005 0,049 0,004 0,000 1,608 0,028 0,552 0,956 2,5
Rumex ac_05 0,769 0,002 0,276 0,000 0,002 0,000 0,012 5,768 0,002 0,000 0,005 0,008 0,002 0,011 0,004 0,453 0,055 0,001 0,000 0,005 0,000 0,021 0,003 0,001 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,7
% ac_06 0,159 0,028 0,047 1,433 0,003 0,000 0,034 5,257 0,008 0,009 0,010 0,012 0,001 0,001 0,001 0,022 0,008 0,001 0,000 0,142 0,001 0,028 0,026 0,006 0,130 0,006 0,000 1,690 0,007 0,965 0,762 1,1
g acetosa ac_07 0,695 0,011 0,687 3,103 0,002 0,000 0,027 2,074 0,002 0,000 0,007 0,005 0,008 0,012 0,002 0,018 0,003 0,001 0,000 0,043 0,000 0,062 0,011 0,009 0,024 0,001 0,000 0,046 0,001 0,164 0,373 0,7
ac_42 0,603 0,022 0,108 2,897 0,000 0,000 0,021 8,638 0,005 0,000 0,014 0,027 0,012 0,008 0,000 0,045 0,038 0,003 0,000 0,029 0,002 0,024 0,006 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001 0,013 0,000 1,3
ac_51 0,046 0,003 0,046 0,160 0,000 0,000 0,000 26,947 0,000 0,000 0,005 0,011 0,000 0,005 0,009 0,033 0,006 0,001 0,000 0,000 0,004 0,005 0,001 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000 2,7
all_08 0,338 0,028 0,422 2,503 0,001 0,000 0,055 2,721 0,022 0,059 0,035 0,055 0,002 0,062 0,002 0,006 0,012 0,004 0,000 0,007 0,001 0,033 0,007 0,032 0,043 0,003 0,001 0,000 0,001 0,704 0,503 0,8
all_09 0,269 0,017 0,146 8,505 0,002 0,000 0,054 6,067 0,031 0,057 0,007 0,040 0,009 0,017 0,001 0,005 0,005 0,002 0,000 0,004 0,002 0,036 0,008 0,004 0,016 0,002 0,000 0,000 0,000 0,013 0,000 1,5
all_10 0,220 0,023 0,090 0,345 0,000 0,000 0,070 10,377 0,025 0,032 0,014 0,051 0,011 0,131 0,001 0,004 0,003 0,008 0,000 0,004 0,002 0,034 0,012 0,097 0,196 0,002 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 1,2
< all_10 0,151 0,028 0,089 0,109 0,000 0,000 0,071 2,714 0,014 0,047 0,009 0,042 0,013 0,007 0,002 0,006 0,001 0,001 0,000 0,010 0,007 0,034 0,009 0,011 0,051 0,004 0,001 0,000 0,000 0,003 0,060 0,4
?8) acetosella all_10 0,290 0,046 0,600 3,039 0,001 0,000 0,195 8,628 0,024 0,070 0,013 0,068 0,008 0,155 0,002 0,004 0,013 0,013 0,000 0,004 0,015 0,082 0,034 0,061 0,210 0,007 0,001 0,000 0,000 0,007 0,000 14
§ all_11 0,307 0,022 0,099 0,643 0,001 0,000 0,051 8,280 0,020 0,037 0,016 0,066 0,002 0,032 0,002 0,003 0,005 0,004 0,000 0,003 0,007 0,026 0,012 0,026 0,069 0,004 0,001 0,000 0,000 0,002 0,000 1,0
< all_12 0,195 0,017 0,297 0,800 0,000 0,000 0,075 7,667 0,032 0,066 0,012 0,091 0,019 0,019 0,002 0,002 0,005 0,003 0,000 0,003 0,001 0,041 0,019 0,018 0,090 0,003 0,001 0,000 0,000 0,003 0,000 1,0
all_32 0,379 0,081 0,356 6,058 0,004 0,000 0,681 11,080 0,054 0,088 0,071 0,144 0,047 0,006 0,002 0,029 0,004 0,000 0,000 0,005 0,000 0,116 0,029 0,017 0,072 0,000 0,002 0,017 0,001 0,829 1,220 22
all_43 0,132 0,028 0,082 0911 0,000 0,000 0,107 9,085 0,047 0,018 0,026 0,068 0,004 0,012 0,003 0,000 0,001 0,001 0,000 0,000 0,000 0,023 0,018 0,024 0,004 0,001 0,000 0,000 0,000 0,024 0,029 11
allM_40 0,292 0,010 0,214 0,000 0,064 0,000 0,045 57,786 0,004 0,006 0,017 0,017 0,144 0,007 0,004 0,110 0,013 0,005 0,000 0,017 0,006 0,015 0,007 0,003 0,031 0,000 0,000 0,003 0,000 0,003 0,000 5,9
avi_15 0,570 1,658 0,192 5,510 0,002 0,364 0,067 0,134 0,009 0,130 0,028 0,029 0,000 0,001 0,222 0,100 0,083 0,000 0,064 0,002 0,011 0,066 0,010 0,008 0,000 0,010 0,001 0,000 0,000 0,001 0,000 0,9
avi_l5 0,294 1,285 0,111 10,403 0,001 0,189 0,026 0,175 0,008 0,080 0,016 0,022 0,000 0,001 0,048 0,008 0,165 0,000 0,027 0,000 0,009 0,036 0,012 0,002 0,000 0,003 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 13
avi_l6 1,857 1,204 0,128 11,547 0,004 0,214 0,019 0,178 0,008 0,075 0,012 0,013 0,000 0,001 0,332 0,022 0,105 0,000 0,029 0,003 0,015 0,048 0,006 0,003 0,000 0,007 0,001 0,000 0,000 0,001 0,000 1,6
Polygonum viculare avi_l6 0,582 1,328 0,079 14,147 0,001 0,306 0,010 0,207 0,005 0,109 0,008 0,011 0,000 0,001 0,008 0,000 0,011 0,000 0,023 0,009 0,001 0,022 0,004 0,004 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 1,7
(senso avi_17 0,480 1,168 0,113 3,253 0,005 0,116 0,050 0,092 0,004 0,430 0,011 0,015 0,000 0,002 0,050 0,022 0,126 0,000 0,015 0,008 0,008 0,043 0,011 0,014 0,020 0,004 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,6
stricto) avi_18 0,612 1,271 0,085 10,030 0,009 0,103 0,018 0,154 0,006 0,241 0,008 0,022 0,000 0,004 0,014 0,005 0,049 0,000 0,009 0,016 0,011 0,015 0,004 0,004 0,000 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,3
avi_18 0,342 1,409 0,096 11,905 0,002 0,233 0,021 0,130 0,005 0,188 0,011 0,024 0,000 0,002 0,005 0,002 0,011 0,000 0,021 0,003 0,007 0,017 0,007 0,014 0,031 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,5
avi_19 0,921 1,228 0,066 8,989 0,028 0,094 0,019 0,125 0,008 0,163 0,014 0,025 0,000 0,001 0,017 0,019 0,036 0,000 0,016 0,004 0,004 0,020 0,006 0,004 0,007 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,2
maritimum mar_20 0,170 5,113 0,163 15,742 0,015 1,170 0,020 0,186 0,006 0,080 0,012 0,017 0,000 0,002 0,534 0,000 0,218 0,000 0,176 0,039 0,005 0,060 0,010 0,004 0,000 0,002 0,000 0,000 0,000 0,002 0,000 24
_ Bistorta bistorta bis_47 1,139 0,972 0,010 14,916 33,894 0,000 0,000 1,671 0,015 0,000 0,002 0,002 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,011 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 53
% bis_48 2,581 2,156 0,013 13,084 61,129 0,000 0,000 0,509 0,040 0,000 0,007 0,007 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,012 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,005 0,020 8,0
2 hyd_22 0,694 0,632 0,031 0,000 0,001 0,053 0,015 0,125 0,003 0,052 0,033 0,018 0,000 0,004 0,030 0,000 0,025 0,000 0,000 0,010 0,003 0,074 0,006 0,007 0,016 0,004 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,2
g hyd_23 1,015 1,720 0,108 0,000 0,004 0,065 0,021 0,075 0,004 0,029 0,017 0,011 0,000 0,005 0,019 0,278 0,102 0,001 0,000 0,012 0,005 0,039 0,004 0,010 0,012 0,002 0,000 0,000 0,000 0,001 0,020 0,4
§ vdroniner hyd_27 0,587 0,702 0,039 0,015 0,002 0,022 0,014 0,043 0,002 0,033 0,026 0,013 0,000 0,002 0,015 0,044 0,013 0,000 0,000 0,007 0,002 0,030 0,005 0,004 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,2
D°>43 yaropip hyd_27 0,410 0,986 0,033 0,000 0,001 0,072 0,020 0,065 0,003 0,043 0,033 0,019 0,000 0,002 0,022 0,005 0,023 0,000 0,000 0,009 0,002 0,038 0,005 0,004 0,024 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,2
£ hyd_49 1,638 2,279 0,091 0,156 0,022 0,143 0,005 0,159 0,000 0,037 0,031 0,011 0,000 0,005 0,157 0,105 0,320 0,001 0,000 0,010 0,017 0,025 0,003 0,001 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,5
hyd_50 0,608 2,981 0,106 0,343 0,000 0,197 0,032 0,291 0,007 0,104 0,047 0,022 0,000 0,004 0,184 0,001 0,091 0,000 0,000 0,000 0,005 0,030 0,002 0,001 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,5
Persicaria lap_24 0,022 0,010 0,064 0,042 0,000 0,000 0,065 0,000 0,000 0,095 0,025 0,017 0,001 0,006 1,530 0,002 0,440 0,008 0,000 0,131 0,132 0,000 0,007 0,003 0,215 0,002 0,005 0,000 0,000 0,001 0,000 0,3
lap_25 0,840 2,972 0,078 0,613 0,098 0,055 0,010 0,051 0,002 0,031 0,029 0,010 0,001 0,000 0,416 0,263 1,012 0,000 0,000 0,005 0,034 0,073 0,002 0,003 0,000 0,003 0,007 0,000 0,000 0,000 0,000 0,7
lapathifolia lap_26 0,092 1,883 0,123 0,000 0,120 0,000 0,062 0,173 0,006 0,184 0,014 0,028 0,000 0,005 0,164 0,000 0,062 0,000 0,000 0,006 0,017 0,037 0,004 0,012 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000 0,001 0,064 0,3
lap_28 0,211 1,286 0,139 0,010 0,002 0,004 0,030 0,039 0,006 0,104 0,052 0,024 0,000 0,004 0,155 0,000 0,102 0,000 0,000 0,022 0,008 0,341 0,004 0,011 0,000 0,013 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,3
lap_37 0,205 1,224 0,056 0,009 0,008 0,184 0,064 0,052 0,000 0,031 0,064 0,023 0,000 0,002 0,007 0,166 0,047 0,000 0,000 0,009 0,006 0,002 0,000 0,000 0,000 0,002 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,2
lap_52 0,091 1,055 0,029 0,000 0,001 0,266 0,008 0,134 0,000 0,023 0,013 0,015 0,000 0,002 0,013 0,117 0,066 0,001 0,000 0,003 0,005 0,012 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,2
maculosa mac_29 0,221 1,305 0,058 0,015 0,005 0,156 0,012 0,118 0,002 0,029 0,012 0,012 0,001 0,004 0,038 0,099 0,042 0,001 0,000 0,004 0,003 0,012 0,004 0,007 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,2
mac_38 2,914 1,863 0,092 0,000 0,015 0,152 0,021 0,142 0,000 0,024 0,016 0,015 0,000 0,005 0,098 0,454 0,279 0,003 0,000 0,013 0,020 0,004 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,6
Fagopyrum esculentum esc_39 0,815 0,262 0,573 1,077 0,726 0,000 0,084 0,980 0,015 0,254 0,468 0,261 0,004 0,000 3,510 9,075 3,307 0,000 0,000 0,006 0,004 0,115 0,006 0,000 0,000 0,003 0,002 0,000 0,000 0,002 0,000 2,2
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Slika 4-7 Graficki prikaz rezultata kvantitativne (LC-MS-MS) analize sadrZaja fenolnih jedinjenja ispitivanih uzoraka herbi prikazanih u tabeli (Tabela 4-1
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Slika 4-8 Graficki prikaz rezultata kvantitativne (LC-MS-MS) analize sadrZaja fenolnih jedinjenja ispitivanih uzoraka rizoma prikazanih u tabeli (Tabela 4-2).
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4.1.4.2 Distribucija metabolita po biljnim organima.

Pra¢enjem rezultata sadrzaja fenolnih sekundrarnih metabolita (ukupno 51 jedinjenje) tehnikom LC-MS-MS
analize, u ekstraktima pripremljenim iz cvasti, stabljike, listova i rizoma (Prilog §8-5), mozemo da izvedemo
sledec¢e zakljucke.

Osim vrste Fagopyrum esculetnum, koja skladiSti u znacajnoj meri glikozide kvercetina i u rizomima
(hiperozid, rutin, kvercetin-3-0-Glc, kvercetin-3-O-ramnozid), kod svih ostalih ispitanih vrsta ovi metaboliti
se skladiSte u nadzemnim delovima biljaka. Iako postoje izvesne interspecijske razlike, ispitivanih derivata
kvercetina ima ipak najviSe u cvasti ili listovima. Stabljike su takode bogate ovim metabolitima, osim
kvercetin-3-O-ramnozidom. Za aglikon kvercetin postoji razlika u distribuciji medu vrstama, pa tako u
vrstama podroda Rumex, kvercetin je dominantno prisutan u cvasti (u stabljikama ga ima samo na granici
detekcije), a listovi sadrZe nesto vece koli¢ine kvercetina u odnosu na stabljike, a znatno manje u odnosu na
cvasti. U vrstama roda Persicaria, kvercetina ima u najvecoj koli€ini u listovima, zatim u cvasti, a znatne
koli¢ine su prisutne i u stabljikama. Luteolin i apigenin su u vrsti R. acetosella subsp. acetoselloides
dominantno prisutni u cvasti, a ujednacene koli¢ine (znatno manje nego u cvasti) prisutne su i u listovima i
stabljikama.

Kemferol-3-0-glukozida, koji je dominantno prisutan u vrstama roda Persicaria, ima najviSe u cvasti i
listovima, a znatno manje u stabljici ovih biljaka. Epikatehin u vrstama podroda Rumex, dominano je
prisutan u cvasti i rizomima. Vrste podroda Acetosa i Acetosella znacajne koli€ine ovog metabolita skladiSte
jedino u rizomima. Sa druge strane katehin je prisutan u celoj biljci biljaka podroda Rumex, od cvasti, preko
stabljike, listova i rizoma. Za vrste rodova Polygonum i Bistorta karakteristicna ja mala koli¢ina katehina
samo u listovima, a zna¢ajne koli¢ine katehina u stabljici.

Galne kiseline ima samo u cvasti vrsta podroda Acetosa i Acetosella, dok je galna kiselina u vrstama rodova
Persicaria i Polygonum rasporedena dominanto u listovima, ali i ostalim delovima biljaka.

5-O-kafeoilhinske kiseline nema u rizomima, izuzetak je vrsta Bistorta officinalis u ¢ijem rizomu ima ¢ak i
do 61 mg/g SE ovog metabolita.

Hinska kiselina se prvenstveno skladiSti u cvasti ispitanih vrsta, osim u vrsti Bistorta officinalis u kojoj se
ovaj metabolit nalazi najvise u listovima.

Za rizome je karakteristicno odsustvo flavonoidnih jedinjenja i njihovih glikozida, osim vrste Fagopyrum
esculentum koja skladiSti znaCajne koli¢ine rutina, kvercetina i kvercetin-3-O-glukozida u rizomu. U
rizomima je odreden visok sadrZaj katehina i epikatehina, osim u vrstama roda Persicaria. Rodovi
Persicaria, Polygonum i Bistorta u znacajnoj koli€ini sadrZe galnu kiselinu u ovom organu.

4.1.4.3 Markeri na nivou vrsta, rodova i podrodova

Rezultati kvantitativne LC-MS-MS analize 51 standardnog jedinjenja (iz klasa fenolnih kiselina i derivata,
fenilpropanoida, flavonoida razli¢itog stepena oksidacije i antrahinona) pokazuju da iako suma
kvantifikovanih metabolita ¢ini samo od 0,6% do 17,3% suvog ekstrakta herbi i od 0,2% do 8% suvih
ekstrakata rizoma (Tabela 4-1, Tabela 4-2, poslednja kolona), pojedina jedinjenja predstavljaju potencijalne
taksonomske markere na nivou rodova, tribusa, pa ¢ak i na nivou podvrsta.

Nakon detaljne analize dobijenih rezulata, moZemo da istaknemo uocene pravilnosti izmedu prisustva
pojedinih sekundarnih metabolita i taksonomske grupe ispitivanih vrsta:

——Nizak sadrZaj galne kiseline u rizomima vrsta podrodova Acefosa i Acetosella, odvaja ove vrste od
ostalih ispitivanih vrsta.
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Katehin (flavan-3-ol) bi mogao da posluZi kao hemotaksonomski marker na nivou roda Rumex, jer jasno
pravi razliku izmedu podroda Rumex sa visokim sadrZajem ovog metabolita u celoj biljci, sa jedne strane
i podrodova Acetosa i Acetosella sa izuzetno niskim sadrZajem katehina u nadzemnom delu. Katehin bi
bio dobar hemotaksonomski marker i u okviru tribusa Persicariae, jer razdvaja rod Persicaria sa niskim
sadrzajem ovog jedinjenja od roda Bistorta, sa veoma visokim sadrzajem.

Na osnovu 5-0O-Kafeoilhinske kiseline odvaja se podvrsta Rumex acetosella subsp. multifidus sa visokim
sadrzajem ovog metabolita od podvrste R. acetosella subsp. acetoselloides sa vrlo niskim sadrZajem.
Ovaj metabolit bi mogao biti taksonomski marker za rizome vrste Bistorta officinalis zbog izuzetno
visokog sadrzaja.

Epigalokatehin-galat u koli¢inama iznad 1 mg/g SE mozZe biti marker vrste Polygonum maritimum, a
zastupljen je i u nadzemnim delovima i u rizomu. Epigalokatehin-galat, nije odreden ni u jednom uzorku
vrsta roda Rumex, niti u vrstama Bistorta officinalis 1 Fagopyrum esculentum.

Epikatehin, ima znacaj za hemotakosnomiju roda Rumex. Visok sadzaj epikatehina odreden je u svim
ispitanim uzorcima rizoma ovih vrsta dok S$to iz odvaja od svih ostalih isptanih vrsta roda Polygonum
sensu lato..

Viteksin sa karakteristicnom C-glikozidnom vezom izmedu aglikona apigenina i molekula glukoze, u
poziciji C-8, predstavlja znacajan hemotaksonomski marker vrsta R. acetosa i R. acetosella. U vrstama
R. acetosa i R. acetosella, ovog metabolita ima samo u nadzemnim delovima biljke, narolito se
akumulira u listovima.

Luteolin-7-O-glukozid bi bio dobar marker vrsta R. acetosa i R. acetosella. Samo su nadzemni delovi
ovih vrsta bogati posmatranim metabolitom. Luteolin-7-O-glukozid nije detektovan ni u jednom uzorku
od 5 ispitivanih vrsta podroda Rumex, niti u 2 ispitane vrste roda Polygonum, kao ni u vrsti Fagopyrum
esculetnum.

Hiperozid, kvercetin-3-O-galaktozid je metabolit koji je u velikoj meri zastupljen u ispitivanim vrstama
podfamilije Polygonoideae i to, dominantno u nadzemnim delovima biljke (osim u vrsti Fagopyrum
esculetnum sa visokim sadrzajem hiperozida i u rizomu). Podrod Rumex akumulira velike koli¢ine
hiperozida u listovima i u cvasti. Po ovom metabolitu znacajno se razlikuju dve podvrste i to R.
acetosella subsp. multifidus, koja sadrZi znacajne koli¢ine ovog metablita u nadzemnog delu i R.
acetosella subsp. acetoselloides, kod koje ovaj metabolit nije detektovan.

Rutin (kvercetin-3-O-rutinozid) u znatno vecoj koli¢ini od ostalih vrsta prisutan je u uzorcima heljde
(Fagopyrum esculentum) i u nadzemni delovi vrste Bistorta officinalis. U vrstama roda Polygonum (P.
aviculare 1 P. amphibia) sadrzaj ovog metabolita je na granici detekcije. Vrsta R. acetosa je bogata
rutinom. U okviru podroda Acetosella, uoCena je znacajna razlika u sadrzaju rutina izmedu dve ispitane
podvrste: R. acetosella subsp. acetoselloides , sa sadrzajem rutina na granici detekcije, dok je R.
acetosella subsp. multifidus izuzetno bogata ovim metabolitom.

Apigenin-7-0-glukozid je karakteristika podvrste R. acetosella subsp. acetoselloides.

Miricetin zbog ograniCene distribucije u okviru vrsta podfamilije Polygonoideae, moZe posluziti kao
hemotaksonomski marker i to za vrstu Persicaria amphibium u koli¢inama iznad 1 mg/g SE.

Kvercitrin (kvercetin-3-O-ramnozid) je jo§ jedan u nizu ispitanih glikozida kvercetina i prema naSim
rezultatima, znacajan konstituent biljaka podfamilije Polygonoideae. U okviru podroda Acetosella,
koli¢ina prisutnog kvercitrina pravi diferencijaciju izmedu dve ispitane podvrste: podvrsta R. acetosella
subsp. multifidus veoma je bogata ovim jedinjenjem, dok podvrsta R. acetosella subsp. acetoselloides
prakti¢no ne sadrZi ovaj metabolit.

Kemferol-3-0-glukozid, na osnovu dobijenih rezultata jeste marker vrsta Persicaria hydropiper, P.
lapathifolium i P. maculosa u ¢ijoj cvasti, odnosno listovima ima znac€ajnih koli¢ina ovog metabolita.
Medutim, u okviru istog roda izdvaja se vrsta Persicaria amphibia sa veoma niskom koli¢inom ovog
kemferol-3-0-glukozida, zbog ¢ega ne mozemo da proglasimo ovaj metabolit markerom citavog roda
Persicaria.

Flavon luteolin u koli¢inama iznad 1,5 mg/g SE mogao bi da predstavlja hemotaksonomski marker
podvrste R. acetosella subsp. acetoselloides.



Doktorska disertacija

— Emodin, aloe-emodin i hrizofanol ne nalaze se u ispitanim primercima vrsta rodova Polygonum,
Bistorta, Persicaria i Fagopyrum, odnosno emodin i hrizofanol po svom visokom sadrZaju u rizomima
vrsta roda Rumex, mogu biti dobri taksonomski marker podroda Rumex.

Ukoliko primenimo PCA (Principle components analysis) na one metabolite prisutne u ekstraktima herbi,
koji najviSe doprinose razlikama izmedu taksonomskih grupa (odabrano na osnovu tabele rezultata 4-1), i pri
tome normalizujemo vrednosti u okviru svakog jedinjenja pojedinacno, dobijamo biplot (Slika 4-9). Sa
grafika je jasno uocljivo da se vrsta Rumex acetosella subsp. acetoselloides najvise razlikuje po hemijskom
sastavu, i to po karakteristicno visokom sadrzaju luteolina, apigenina i njihovih -7-O-glukozida. Podrod
Rumex se odvaja od ostalih ispitivanih vrsta po visokom sadrZaju emodina i hrizofanola, zatim visokom
sadrzaju hiperozida, kao i flavan-3-ola (epikatehina i katehina). Takode, i vrste roda Polygonum sensu lato se
grupiSu i odvajaju od roda Rumex po visokom sadrzaju kvercetin-3-O-glukozida, hlorogenske i galne
kiseline.
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Slika 4-9 PCA dominantnih fenolnih jedinjenja u ekstraktima herbi

U cilju provere opravdanosti skoraSnje revizije roda Polygonum sensu lato, na posebnom biplotu su
prikazani sadrZaji odabranih metabolita uzoraka herbi samo ove grupe uzoraka. Na osnovu dobijenog biplota
(Slika 4-10) vidimo jasno odvajanje roda Fagopyrum po visokom sadrZaju rutina i kvercetina, znacajno
odvajanje roda Bistorta po visokom sadrZaju hlorogenske kiseline. Medutim, u okviru roda Polygonum sensu
stricto, Polygonum maritimum se znaCano odvaja od uzoraka vrste Polygonum aviculare (po visokom
sadrZaju epigalokatehin-galata). Sa biplota se takode uocCava da izostaje jasno grupisanje vrsta roda
Persicaria, a da se vrste Persicaria amphibia izdvajaju, po visokom sadrZaju miricetina, u odnosu na ostale
vrste ovog roda. Sumarno posmatrano, na osnovu rezultata analize fenolnog sastava vrsta roda Polygonum
sensu lato, podrzana je reklasifikacija zbog znacajne razlike u hemijskom sastavu vrsta rodova Fagopyrum i
Bistorta, ali su potrebna i ispitivanja dalja ispitivanja kako bi se pronasli bolji taksonomski markeri za vrste
roda Persicaria.
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Slika 4-10 PCA odabranih fenolnih jedinjenja herbi roda Polygonum sensu lato

Na osnovu PCA uzoraka dominantnih fenolnih komponenti (Slika 4-11) rizoma svih ispitivanih vrsta uocava
se grupisanje uzoraka prema taksonomskim grupama: podrod Rumex (visok sadZaj emodina i hrizofanola),
rod Polygonum i rod Bistorta (visok sadrzaj katehina), rod Rumex (visok sadrzaj epikatehina), rod

Fagopyrum (visok sadrzaj rutina), dok se vrste roda Persicaria grupiSu u zoni niskog sadrZaja ovih
metabolita.
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4.1.5 FENOLNI PROFILI ISPITIVANIH VRSTA (SCAN ANALIZA)

U ovom poglavlju prikazani su rezultati obrade hromatograma pomocu softvera MassHunter, koji su
snimljeni tehnikom tecne hromatografije LC-DAD-MS u scan modu snimanja, uz pozitivni 1 negativni
polaritet. Negativni mod obezbeduje visoku osetljivost za ciljana — fenolna — jedinjenja, a pozitivni mod
pruza dodatne informacije o molekulskoj masi i, zahvaljujuéi fragmentaciji u jonskom izvoru, pseudo-MS>
spektre koji kod glikozida pruZaju informacije o molekulskoj masi aglikonskog dela molekula.

Prikazani su po jedan hromatogram ekstrakta herbe i odgovarajuéeg rizoma za svaku biljnu vrstu ispitanu u
ovoj disertaciji, snimanu u negativnhom modu. Oznake na hromatogramima predstavljaju retenciona vremena
kao i m/z [M-H]  jona u svakom piku. Oznakom ,,v"” obeleZeni su joni jedinjenja koja su identifikovana
poredenjem retencionih vremena i masenih spektara sa referentnim jedinjenjima, a zaokruZeni su joni
jedinjenja preliminarno identifikovanih poredenjem sa literaturom ili tumacenjem UV i MS spektara. Za
svaki pik, najpre je ekstrahovan MS' spektar korigovan za vrednost spektra neposredne okoline. Iz ovako
korigovanih spektara, u istom vremenskom intervalu u pozitivnom i negativnom modu snimanja, ocitani su
dominantniji joni. Molekulska masa odredena je asignacijom jona, odn. identifikacijom
protonovanih/deprotonovanih jona [M+H]* i adukata: [M+NH,]*, [M+Na]*, [M+K]*, [2M+Na]*, [M-H],
[M+Cl1]", [M+HCOO] i [2M-2H+Na] .

Svi snimljeni ekstrakti su bili koncentracije ~20 mg/g SE (pripremljeni u mobilnoj fazi), tako da u tom
smislu, kada je re¢ o istom jedinjenju, moZemo medusobno da poredimo visinu pikova izmedu pojedinih
uzoraka.

4.1.6 SCAN ANALIZA EKSTRAKATA VRSTA RODA RUMEX

4.1.6.1 Rumex patientia
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Slika 4-12 BPC hromatogram uzorka herbe (E_218_pat_41) vrste R. patientia (zeleno — nativni BPC, crveno — BPC sa eliminisanim
jonima artefakata). Identifikovana jedinjenja su oznacena "v": (0,649 min, 191-) hinska kiselina, (0,870 min, 169-) galna kiselina,
(1,565 min, 289-) katehin, (5,174 min 447-) izokvercitrin, (6,253 min, 301-) kvercetin, (9,189 min, 269-) emodin; (9,405 min, 283-)

rein.
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U ekstraktu herbe vrste R. patientia (218_pat_41), prema dobijenom hromatogramu (Slika 4-12),
dominantan je jon 477- na 4,372 min. Jon 303, detektovan u pozitivnom modu, i nastao fragmentacijom u
jonskom izvoru, kao i UV spektar, ukazuju na derivat kvercetina sa supstituentom u poloZaju 3. Razlika
masa 478-302=176 odgovara heksuronskoj kiselini, odn. pik najverovatnije pripada kvercetin-3-O-
glukuronidu.

Deo pikova uocenih u Scan hromatogramu identifikovan je na osnovu rezultata kvantitativne analize: 1,31
mg/g hinske kiseline (/9/-, 0,649 min), 2,01 mg/g galne kiseline (/69-, 0,870 min); 0,32 mg/g
protokatehinske kiseline (/53-, 1,3 min), 13,2 mg/g katehina (289-, 1,565 min), 0,38 mg/g epikatehina (289-,
2,3 min), 0,1 mg/g p-kumarinske kiseline (/63-, 3,375 min), 20,3 mg/g hiperozida (463-, 4,444 min), 7,2
mg/g kvercetin-3-O-ramnozida (447-, 5,174 min), 0,58 mg/g kvercetina (301-, 6,2 min).

Posle 9 min, u ovom sistemu eluiraju antrahinonski aglikoni, koji su preliminarno identifikovani na osnovu
karakteristicnih UV/VIS spektara, a identitet je potvrden poredenjem sa referentnim standardima. U ovom
uzorku je pronadeno 0,70 mg/g emodina (269-, 9,189 min) i 0,0013 mg/g reina (283-, 9,405 min).
Antrahinonski glikozidi, kao polarniji, eluiraju ranije, u intervalu ~7-8 min. Jedinjenje sa jonom 431- u
negativnom modu, koje eluira na 7,404 min, na osnovu UV spektra i literaturnih navoda (Fairbairn and El-
Muhtadi 1972; Demirezer et al. 2001; J. Liu et al. 2011), verovatno predstavlja emodin-8-O-glukozid
(432=270+162); dok pik sa jonom 517- na 7,839 min poti¢e od malonil-glukozida emodina
(518=270+162+86).

Na pocetku hromatograma, na 1,075 min eluira jedinjenje molekulske mase 578 Da, koje najverovatnije
potic¢e od dimera flavan-3-ola. Maksimum u UV spektru na 280 nm ide u prilog ovoj pretpostavci (Flamini
and Traldi 2010).
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Slika 4-13 BPC hromatogram uzorka rizoma (E_230_pat_41) vrste R. patientia sa obeleZenim dokazanim (¥') i pretpostavljenim
(0) jedinjenjima: (0,689 min, 191-) hinska kiselina, (169-) galna kiselina; (1,562 min, 289-) katehin, (9,189 min, 269-) emodin,
(9,769 min, 253-) hrizofanol.

U ekstraktu rizoma (E_230_pat_41, Slika 4-13) dominiraju antrahinonska jedinjenja koja eluiraju posle 8,5
minuta: pik na 9,189 min poti¢e od emodina (269-) kojeg u ovom uzorku ima 1,63 mg/g; a na 9,769 min od
hrizofanola (253-, 1,05 mg/g).

Na pocetku hromatograma eluiraju hinska kiselina (/97/-; 0,1 mg/g); galna kiselina (/69-; 0,65 mg/g) i
katehin (1,562min, 289-; 2,4 mg/g). Epikatehin eluira na 2,411 min (289-; 0,8 mg/g), 1 zbog niske
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koncentracije se ne isti¢e u scan hromatogramu. Sva navedena jedinjenja identifikovana su poredenjem sa
referentnim standardom.

U hromatogramu se zapaza i pik na 3,091 min, koji odgovara jedinjenju molekulske mase 442 Da (441-), a
koji mozda potic¢e od epikatehin-3-O-galata (koji je ve¢ pronaden u heljdi) ili katehin-3-O-galata. Prisustvo
jona m/z 273, koji bi odgovarao [M+H-galna kis.]* fragmentu, i UV maksimum na 278 nm i shoulder na oko
305 nm (u skladu sa Olschliger et al. 2008), idu u prilog pretpostavci.

Jedinjenje koje eluira na 8,559 min (2/5-) identifikovano je na osnovu molekulske mase i karakteristi¢nog
UV spektra (maksimumi na 224 nm, sh261 nm, 293 nm, 300 nm, sh317 nm, 340 nm i sh~55 nm) kao 2-
acetil-3-metilnaftalen-1,8-diol (musizin, nepodin), koji je ve¢ pronaden u Rumex vrstama.

Na pocetku hromatograma (na 1,071 min i 1,647 min) eluiraju tanini — proantocijanidini, sa m/z [M—H]™ jona
od 577, $to bi odgovaralo proantocijanidinima B, B,, B3, Bs ili C.

4.1.6.2 Rumex crispus
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Slika 4-14 BPC hromatogram uzorka herbe (E_I171_cri_33) vrste R. crispus sa obeleZenim dokazanim (¥') i pretpostavljenim (O)
jedinjenjima. Identifikovana jedinjenja: (0,697 min, 191-) hinska kiselina; (0,874 min, 169-) galna kiselina; (1,579 min, 289-)
katehin; (4,542 min, 463-) kvercetin-3-O-glukozid; (6,264 min, 301-) kvercetin; (4,461 min, 271-) naringenin; (6,594 min, 285-)
luteolin; (7,222 min, 285-) kemferol; (9,197 min, 269-) emodin

Na osnovu rezultata kvantitativne analize uzorka ekstrakta herbe vrste R. crispus (E_171_cri_33); u velikim
koli¢inama zastupljeni su katehin (289-, 1,579 min; 42 mg/g) i emodin (269-, 9,197 min; 2,6 mg/g), ali i
hinska kiselina (/97-, 0,697 min; 0,71 mg/g), galna kiselina (/69-, 0,874 min; 0,95 mg/g), protokatehinska
kiselina (/53-, 0,14 mg/g), rutin (609-, 0,11 mg/g), kvercetin-3-0O-glukozid (463-, 4,542 min; 1,68 mg/g),
kemferol-3-0-glukozid (447-, 5,269 min, 0,97 mg/g), kvercetin (301-, 6,264 min; 0,25 mg/g), naringenin
(271-, 6,461 min; 0,44 mg/g), i luteolin (285-, 6,594 min; 0,44 mg/g), kemferol (285-, 7,222 min; 0,10
mg/g). U ekstraktu cvasti, stabljike i listova odredena je i znacajna koli¢ina epikatehina (i do 1,0 mg/g) i
hiperozida (i do 21,2 mg/g). U radu Kawasaki et al. 1986 navodi se prisustvo kvercetin-3-O-ramnozida i
kvercetin-3-O-glukuronida u znac¢ajnim koli¢inama u listovima vrste R. crispus subsp. japonicus, $to je u
dobroj saglasnosti i sa na$im rezultatima. Prema istraZivanjima grupe autora Saleh ef al. 1993, u listovima i
stabljikama vrste R. crispus dominantno je prisutan kvercetin-3-O-glukuronid, a utvrdeno je i prisustvo
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kvercetin-3-O-glukozida i emodina, dok nije utvrdeno prisustvo kemferol-3-O-glukuronida, aglikona
apigenina i luteolina, kao ni flavonskih C-glikozida — viteksina, orijentina, izoviteksina, izoorijentina,
odnosno antrahinona hrizofanola. IstraZivacka grupa M. W. Wegiera ef al. 2007, u listovima ove vrste
utvrdili su prisustvo: senozid A, ali i senozid B, aloina, fisciona, emodina, reina, aloe-emodin i hrizofanol. U
pogledu pristustva hrizofanola, u nadzemnim delovima biljke postoje neslaganja u literaturi: Saleh et al.
1993 vs M. W. Wegiera et al. 2007; a nasi rezultati potkrepljuju tvrdnje prve navedene grupe, tj. nije odreden
hrizofanol u ispitanom uzorku herbe R. crispus vrste.

U ovom uzorku u znacajnoj koli¢ini ima i kvercetin-3-O-glukuronida (477- [301+176]-, 4,381 min), kao i
derivata emodina (emodin-8-O-glukozida, 431-, 7,419 min, ali i molekulskog jona 5/7- koji bi mogao da
potice od emodin-malonil-heksozida, 517- [269+162+86]-).

Dominantan je i pik jedinjenja molekulske mase 288, u ¢ijem se NI-MS spektru uo¢avaju joni [M-H]™ na m/z
287, [M+CI] na 323 i [2M-H]", a koje bi moglo biti eriodiktiol (flavanon) ili aromadendrin (flavanonol). U
UV spektru zapaza se apsorpcioni maksimum na 288 nm i shoulder na oko 336 nm, Sto je blisko literaturnim
podacima za oba jedinjenja: 289 nm i shoulder na 324 nm za eriodiktiol, 292 nm i shoulder na ~340 nm za
aromadendrin (Mabry et al. 1970). Cinjenica da ovo jedinjenje eluira ranije od drugih aglikona (npr.
kvercetina) u skladu je sa neplanarnom strukturom koju poseduju i eriodiktiol i aromadendrin (zbog
zasi¢enih C2 i1 C3), a koja oteZava uspostavljanje hidrofobnih interakcija sa stacionarnom fazom. Dok
definitivna identifikacija nije moguéa, na osnovu UV spektra ¢ini se da je ovo jedinjenje verovatnije
aromadendrin. Na 5,006 min uocen je i pik jedinjenja identi¢nog UV spektra, i molekulske mase vece za 162
Da (449-), §to bi odgovaralo heksozidu. U PI spektru istog jedinjenja nije uoen [M+H]" jon, ali se zapaza
Y," jon na m/z 289.

Pored proantocijanidina (577-), prisutan je i galoil-epikatehin, 44/- (u radu Spencer et al. 2007, navode da su
uspeli da izoluju samo epikatehin-galat, ali ne i katehin-galat).
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Slika 4-15 BPC hromatogram uzorka rizoma (E_179_cri_33) vrste R. crispus. Identifikovana su sledeca jedinjenja: (191-) hinska
kiselina, (0,869 min, 169-) galna kiselina; (1,565 min, 289-) katehin; (2,415 min, 289-) epikatehin; (6,447 min, 271-) naringenin;
(9,187 min, 269-) emodin; (9,769 min, 253-) hrizofanol.

Na osnovu kvantitativne LC-MS-MS analize, u uzorku E_179-r_cri, 80% etanolnog ekstrakta rizoma vrste
R. crispus, odredeno je 0,06 mg/g hinske kiseline (/97-, 0,723 min); 0,25 mg/g galne kiselne (/69-, 0,869
min); 13,2 mg/g katehina (289-, 1,565 min), 1,7 mg/g epikatehina (289-, 2,415 min); 0,20 mg/g kvercetin-3-
O-ramnozida (447-, 5,182 min, nije obeleZen na hromatogramu) i 0,20 mg/g naringenina (271-, 6,447 min).
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Emodina u ovom uzorku ima 2,3 mg/g (269-, 9,187 min), a hrizofanola 1,4 mg/g (253-, 9,769 min). Prema
naSim ispitivanjima u ovom uzorku nema reina, dok aloe-emodina ima 0,06 mg/g.

Prema molekulskim masama, i redosledu eluiranja u ispitanom uzorku rizoma vrste R. crispus sa lokaliteta
33 (Tara, 2010), moZemo da pretpostavimo da deprotonovani joni 4/7- na 7,639 min i 7,788 min poti¢u od
diastereoizomernih aloina A i B (C-glikozida antracenona), a 285- na 8,131 min od 1,6,8-trihidroksi-3-
hidroksimetil antrahinona (citreorozeina). Pik na 7,639 min ima UV maksimum na 360 nm, $to je u skladu sa

literaturnim podacima (359 nm) za aloin, dok spektar pika na 7,788 min nije bilo moguce ekstrahovati zbog
koeluiranja.

U znacajnim koli¢inama je zastupljeno i jedinjenje koje najverovatnije predstavlja galoil-epikatehin (441-,
3,091 min); zatim musizin (2/5-, 8,551 min), a moguce i di-acetil derivat musizina (299-, 9,620 min). Na
pocetku hromatograma, najverovatnije eluiraju proantocijanidinske strukture sa molekulskim jonom 577-.
Javljaju se 4 pika u intervalu od 1,0-2,1 min kao i jedan pik na 3,373 min. Prva Cetiri pika bi mogla da
odgovaraju dimernim proantocijaninima By, B,, B3, Bs i/ili C.

4.1.6.3 Rumex obtusifolius
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Slika 4-16 BPC hromatogram uzorka herbe (E_I73_obt_35) vrste R. obtusifolius sa obeleZenim dokazanim (¥') i pretpostavljenim
(O) jedinjenjima: (0,760 min, 191-) hinska kiselina; (0,878 min, 169-) galna kiselina; (1,388 min, 153-) protokatehinska kiselina;
(1,577 min, 289-) katehin i (2,426 min, 289-) epikatehin; (4,439 min, 463-) kvercetin-3-0-galaktozid (hiperozid), (4,540 min, 463-)
kvercetin-3-0-glukozid; (6,275 min, 301-) kvercetin, (9,187 min, 269-) emodin; (9,766 min, 253-) hrizofanol.

U ekstraktu herbe (E_173_obt_35) vrste R. obtusifolius na osnovu hromatograma (Slika 4-16), dominantan
pik, sa retencionim vremenom 4,387 min, poti¢e od jedinjenja koje karakteriSe jon [M-H]- na m/z 477 u
negativnom modu. Prisustvo fragmenta m/z 303 u pozitivnom modu, koji predstavlja Y, jon kvercetina, i
poloZaj trake I na 355 nm, ukazuju na to da je u pitanju kvercetin-3-O-heksuronid (478=302+176). Zajedno
sa ovim jedinjenjem koeluira i kvercetin-3-O-galaktozid odn. hiperozid (4,439 min, 463-) kojeg u ovom
uzorku ima 3,2 mg/g; a odmah zatim i kvercetin-3-0-glukozid (463-, 4,540 min) u koli¢ini od 1,1 mg/g.

Jedinjenje koje eluira na 6,384 min najverovatnije je nepodin-glukozid (377-), ¢iji je aglikon (nepodin ili
musizin, 275-) prisutan u ekstraktu odgovarajuceg rizoma (Slika 4-17), ali ga nema u ovom uzorku herbe.
Jon aglikona (Y,") na m/z 217, nastao fragmentacijom u jonskom izvoru i detektovan u pozitivnom modu,
ide u prilog pretpostavci.
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Pik na 3,098 min, sa jednim UV maksimumom na 275 nm, u ¢ijem se NI spektru uo¢ava jon 441/-, potic¢e od
epikatehin-3-0O-galata ili katehin-3-O-galata; ovaj pik je detektovan i u vrsti R. patientia.

U radu Trichopoulou et al. 2000, navodi se da je u listovima R. obtusifolius odredeno 53 mg miricetina po
100g suvog biljnog materijala. Takav rezultat ne odgovara naSim analizama, jer ni u jednom od 5 lokataliteta
vrste R. obtusifolius nije odreden miricetin. Jedino objasnjenje jeste da se u ovim biljama miricetin nalazi u
formi glikozida (koji u sklopu istraZivanja obuhvacenih ovom tezom nisu odredivani), dok su autori

pomenutog rada odredivali sadrzaj miricetina nakon hidrolize ekstrakta sa HCI u toku 2h.
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Slika 4-17 BPC hromatogram uzorka rizoma (E_180_obt_35) vrste R. obtusifolius sa obeleZenim dokazanim (¥) i pretpostavljenim
(O) jedinjenjima: (0,963 min, 191-) hinska kiselina; (0,870 min, 169-) galna kiselina; (1,567m in, 289-) katehin, (2,407 min, 289-)
epikatehin; (9,189, 269-) emodin; (9,766 min, 253-) hrizofanola.

Kada je u pitanju ekstrakt rizoma R. obtusifolius, interesantno je prisustvo musizina (2/5- na 8,547 min), sa
karakteristicnim UV spektrom (maksimumi na 224 nm, sh261 nm, 293 nm, 300 nm, sh317 nm, 340 nm i
sh~55 nm). Pik na 7,033 min ima identican UV spektar, a karakteriSe ga prisustvo jona m/z 419 u
negativnom modu i Y," sa m/z 217 u pozitivnom modu, $to ukazuje na musizin-acetilheksozid
(420=216+162+42). Na isti nacin, pik na 6,358 min (377-) identifikovan je kao musizin-heksozid.
Dominantan pik u ovom hromatogramu jeste pik 325- na 5,922 min, koga karakteriSu UV maksimumi na
230 nm, sh260 nm, 292 nm, sh~305 nm, 320 nm i 336 nm; opsti izgled spektra ukazuje na skelet veoma
sli¢an ili identiCan musizinu. U PI spektru uocavaju se fragmenti 269+ (Am/z = 58) i 247+ (Am/z = 80). U
ovom trenutku, nije moguca preciznija karakterizacija strukture ovog jedinjenja.
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4.1.6.4 Rumex balcanicus
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Slika 4-18 BPC hromatogram uzorka herbe (E_172_bal_34) vrste R. balcanicus sa obeleZenim dokazanim (¥') i pretpostavljenim
(O) jedinjenjima: (0,693,191-) hinska kiselina; (1,078 min, 169-) galna kiselina; (1,514 min, 289-) katehin; (2,419 min, 289-)
epikatehin; (4,502 min, 609-) rutin; (4,502 min, 463-) kvercetin-3-0-glukozid; (4,393 min, 447-) kvercetin-3-O-ramnozid; (6,272
min, 301-) kvercetin, (9,193min, 269-) emodin.

U uzorku ekstrakta herbe vrste R. balcanicus dominantni pikovi potiu od glikozida kvercetina — kvercetin-
3-O-ramnozida (447-, 5,195 min, 18,4 mg/g), rutina (609-, 4,502 min, 15,5 mg/g) i kvercetin-3-0-glukozida
(463-, 4,393 min, 2,05 mg/g), za koje su bili dostupni referentni standardi, kao i kvercetin-3-O-heksuronida
(477-, 4,395 min), koji je identifikovan na osnovu UV spektra karakteristicnog za 3-O-glikozide kvercetina,
molekulske mase (478=302+176) i prisustva Y,  jona u PI spektru. Aglikon — kvercetin — takode je
detektovan, na 6,272 min, u koli¢ini od 0,26 mg/g. Pronadeno je i 4,7 mg/g katehina (289-, 1,577 min), 0,24
mg/g epikatehina (289-, 2,419 min), 0,14 mg/g hinske kiseline (/91-, 0,693), 1,4 mg/g galne kiseline (/69-,
0,874 min), kao i 0,005 mg/g emodina (269-, 9,193).
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Slika 4-19 BPC hromatogram uzorka rizoma (E_189_bal_34) vrste R.balcanicus sa obeleZenim dokazanim (¥') i pretpostavljenim

(O) jedinjenjima: (0,693 min, 191-) hinska kiselina, (0,870 min, 169-) galna kiselina; (2,411 min, 289-) epikatehin; (9,187 min, 269-
) emodin, (9,743 min, 253-) hrizofanol.

U ekstraktu ove vrste u znacajnoj meri prisutan je galoil-estar katehina ili epikatehina koji eluira na 3,091
min (441-) i musizin (2/5-) na 8,555 min, a koji su ve¢ identifikovani u ispitivanom uzorku rizoma R.
patientia. Kao i u herbi, identifikovani su fenolne kiseline — hinska kiselina i galna kiselina — i flavan-3-oli —

katehin i1 epikatehin (ali, nasuprot herbi, u rizomu je od dva epimera zastupljeniji epikatehin), na osnovu
poredenja sa referentnim standardima.

Pik na 1,92 min (729-) karakteriSe prisustvo jednog maksimuma u UV spektru na 278 nm, uz shoulder na
~302 nm (slicno katehin/epikatehin-galatu preliminarno identifikovanom u R. patientia). Na osnovu
molekulske mase i UV spektra, moZe se pretpostaviti da je u pitanju proantocijanidin, moZda 3-
galoilprocijanidin B; koji je ve¢ pronaden u Polygonaceae vrstama. Pik na 1,655 min (577-) takode pokazuje
samo jedan maksimum u UV spektru, na 280 nm, i moZe predstavljati neki od izomernih proantocijanidina.
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4.1.6.5 Rumex alpinus
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Slika 4-20 BPC hromatogram uzorka herbe (E_223_alp_46) vrste R.alpinus sa obeleZenim dokazanim (¥) i pretpostavljenim (QO)
Jjedinjenjima: (0,718 min, 191-) hinska kiselina; (0,811 min, 169-) galna kiselina; (1,565 min, 289-) katehin, (2,403 min, 289-)
epikatehin; (4,416 min, 463-) kvercetin-3-O-galaktozid (hiperozid), (4,523 min, 463-) kvercetin-3-0-glukozid; (4,523 min, 609-)
rutin, (5,174 min, 447-) kvercetin-3-O-ramnozid, (9,189 min, 269-) emodin; (9,769 min, 253-) hrizofanol.

U uzorku herbe vrste R. alpinus (223_alp_46), od identifikovanih jedinjenja najviSe je zastupljen kvercetin-
3-O-ramnozid (447-, 5,174 min, 6,23 mg/g), a prisutne su i znatne koli¢ine hiperozida (kvercetin-3-O-
galaktozida, 463-, 4,416 min; 3,7 mg/g), rutina (609-, 1,9 mg/g) koji koeluira sa kvercetin-3-0-glukozidom
(463-, 2,9 mg/g) na 4,523 min; emodina (269-, 9,189 min, 1,4 mg/g), hrizofanola (253-, 0,7 mg/g). Na 5,022
min (431-) detektovan je, na osnovu UV spektra, molekulske mase i prisustva Y, jona m/z 303, kvercetin-3-
O-pentozid (432=302+132).

Identifikovane su i kiseline — hinska kiselina (0,03 mg/g; /97-, 0,716 min) i galna kiselina (0,20 mg/g; 169-,
0,811 min) — i flavan-3-oli — katehin (0,13 mg/g , 289-, 1,565 min) i epikatehin (0,57 mg/g, 289-, 2,403 min).
Pik na 3,094 (441-) ve¢ je preliminarno identifikovan kao katehin/epikatehin-galat.

Pik na 4,38 min (477-), potiCe od kvercetin-3-O-glukuronida, na osnovu UV spektra, ali je ovaj pik znatno
manji u poredenju sa ostalim vrstama podroda Rumex. Intenzivni pik na 6,365 min (377-) pokazuje UV
spektar karakteristiCan za musizin, i Y," jon (nastao fragmentacijom u jonskom izvoru) na m/z 217. Na
osnovu molekulske mase, moZe se zakljuciti da je u pitanju musizin-heksozid (378=216+162). Pik na 6,688
min (407-) takode odgovara nepoznatom derivatu musizina (408-216=192), a pik na 7,058 min (419-)
acetilheksozidu (216+162+42=420). Sam aglikon — musizin — nije pronaden u herbi, ali ga zato ima u rizomu
ove biljke.

Jon 431- na 7,400 min najverovatnije poti¢e od emodin-8-O-glukozida. U prilog pretpostavci ide prisustvo
Yo" jona na m/z 271 u pozitivnom modu, kao i apsorpcioni maksimum oko 425 nm (zbog koeluiranja UV-
aktivnog jedinjenja, nije bilo moguce ocitati ta¢an poloZaj maksimuma). Pik na 7,839 min (5/7-), sa UV
maksimumom oko 425 nm, i Y, jonom na m/z 271, odgovara emodin-malonilheksozidu (270+162+86).
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Slika 4-21 BPC hromatogram uzorka rizoma (E_234_alp_46) vrste R.alpinus sa obeleZenim dokazanim (¥') i pretpostavijenim (O)

Jedinjenjima: (0,745 min, 191-) hinska kiselina, (0,867 min, 169-) galna kiselina; (1,571 min, 289-) katehin, (2,411 min, 289-)
epikatehin; (9,185 min, 269-) emodin;(9,767min, 253-) hrizofanol.

U uzorku rizoma vrste R. alpinus, poredenjem sa referentnim standardima, identifikovani su pikovi kiselina —
hinske (0,745 min, /91-, prisutna u koli¢ini 0,06 mg/g) i galne (0,867 min, 769-, 0,52 mg/g), flavan-3-ola —
katehina (1,571 min, 289-, 1,7 mg/g) i epikatehina (2,411 min, 289-, 5,3 mg/g), i antrahinona — emodina

(9,185 min, 269-, 5,3 mg/g) i hrizofanola (9,767 min, 253-, 2,6 mg/g).

Dominantni pik u NI hromatogramu, koji eluira na 8,555 min, je na osnovu molekulske mase i

karakteristicnog UV spektra identifikovan kao musizin. Pik na 3,091 min (44/-) ve¢ je preliminarno
identifikovan kao katein/epikatehin-galat.
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4.1.6.6 Rumex acetosa
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Slika 4-22 BPC hromatogram uzorka herbe (E_219_ac_42) vrste R. acetosa sa obeleZenim dokazanim (¥') i pretpostavljenim (O)
Jedinjenjima: (0,588 min, 191-) hinska kiselina, (169-) galna kiselina, (1,825 min, 353-) 5-O-kafeoilhinska kiselina, (3,981 min, 431-)
viteksin, (4,378 min, 447-) luteolin-7-0-glukozid, (4,378 min, 463-) kvercetin-3-O-galaktozid, (4,483 min, 463-) kvercetin-3-O-
glukozid, (5,002 min, 431-) apigenin-7-0-glukozid

Na osnovu rezultata kvantitativne analize, u ekstraktu herbe vrste R. acetosa (t5_219_ac_42) utvrdeno je
prisustvo hinske kiseline (0,473 mg/g, 191-), galne kiseline (0,052 mg/g, 169-), 5-O-kafeoilhinske kiseline
(0,667 mg/g, 353-), viteksina (apigenin-8-C-glukozida, 2,059 mg/g, 431-), luteolin-7-O-glukozida (0,307
mg/g, 447-), kvercetin-3-O-galaktozida (1,563 mg/g, 463-), kvercetin-3-O-glukozida (0,655 mg/g, 463-), i
apigenin-7-0O-glukozida (0,061 mg/g, 431-).

U hromatogramu dominiraju pikovi u intervalu od 3,5 min do 5,5 min. Dva pika 447- na 3,509 min i 3,591
min pripadaju C-glikozidima luteolina — orijetninu i izoorijentinu, respektivno. lako standardi za ova
jedinjenja nisu bili dostupni, na osnovu molekulske mase, redosleda eluiranja u odnosu na ostala jedinjenja,
kao i na osnovu UV spektra moZemo da tvrdimo da se radi o orijetninu i izoorijentinu (Sdnchez-Rabaneda et
al. 2003), Cije je prisustvo u vrsti R. acetosa, dokazano od stane viSe autora (Kawasaki et al. 1986; Kato and
Morita 1990). U uzorku herbe, prisutan je i 7-O-glukozid luteolina na 4,378 min (447-), a Cije je prisustvo
potvrdeno poredenjem sa referentnim standardom.

U herbi vrste R. acetosa prisutni su i C-glikozidi apigenina: viteksin (apigenin-8-C-glikozid, eluira na 3,981
min, 431-), koji je identifikovan poredenjem sa referentnim standardom, a nesto posle njega i apigenin-6-C-
glikozid, izoviteksin, na 4,271 min (Sanchez-Rabaneda et al. 2003). U vrsti R. acetosa, utvrdili smo i
prisustvo apigenin-7-O-glukozida, na 5,017 min (takode potvrden poredenjem sa standardom). U
primenjenom gradijentu mobilne faze, derivati kvercetina eluiranju u veoma uskom intervalu vremena, od 4-
4.5 minuta. U ovom uzorku ima kvercetin-3-O-galaktozida i kvercetin-3-O-glukozida (4,387 min 463- i
4,483 min 463-). lako je u ostalim uzorcima vrste R. acetosa, prisutan rutin u koli¢inama od 0,8 mg/g do ¢ak
11 mg/mL (videti tabelu kvanti rezultati), u uzorku herbe 219, odredeno je samo 0,03 mg/mL rutina, $to nije
dovoljna koli¢ina da bi se video pik i u scan hromatogramu.

Od 5 min do 7 min u hromatogramu herbe vrste R. acetosa eluiraju jedinjenja, ¢iji je [M—H] jon 489-, 531-,
473-1 515-. Na osnovu literaturnih podataka, kao i redosleda eluiranja moze se pretpostaviti da su u pitanju
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mono- i diacetilovani derivati prisutnih C-glikozida (orijentina, izoorijentina, viteksina i izoviteksina), (Kato
and Morita 1990). U hromatogramu se uo€avanju po dva izomera mono-acetil derivata (489- na 5,113 min i
5,235 min; i 473- 5,678 min 1 5,915 min) i po Cetiri izomera diacetil- derivata (531-: 5,439 min, 5,596 min,
5,915 min i 6,182 min; odnosno za 5/5-: 6,111 min, 6,468 min, 6,617 min i 6,766 min).

Posle 7 minuta u hromatogramu se uocavaju pikovi koji najverovatnije poti¢u od antrahinonskih jedinjenja
(viSe pikova pokazuje apsorpcioni maksimum u intervalu 430-450 nm). Emodin je u ovom uzroku prisutan u
koli€¢ini od 0,009 mg/g i eluira na 9,177 min, 269- jon nije obeleZen na hromatogramu.

Jedinjenje na 7,434 min, je prema UV spektru iz klase antrahinona, a na osnovu molekulske mase, mogao bi
biti emodin-8-0-glukozid (prisutsvo je dokazano od strane Kato and Morita 1990). Jon 445- mogao bi da
potice takode od glikozida emodina, ali najverovatnije od glukuronida emodina (o prisustvu ovog jedinjenja
u vrsti R. acetosa nema literaturnih podataka) ili glikozida fisciona (283+162)-.

Na 4,958 min jon (433-; nije obeleZen na hromatogramu), u ¢ijem se PI spektru uocava Y,' jon kvercetina na
m/z 303, a u UV spektru maksimumi na ~258 nm, ~266 nm, shoulder ~290 nm, 357 nm, potic¢e od kvercetin-
3-O-pentozida (434=302+132), verovatno avikularina (kvercetin-3-O-arabinofuranozida), koji je vec
detektovan u Polygonaceae vrstama (Kato et al, 1990).
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Slika 4-23 BPC hromatogram uzorka rizoma (E_231_ac_42) vrste R. acetosa sa obeleZenim dokazanim (¥') i pretpostavijenim (Q)
Jedinjenjima: (0,689 min, 191-) hinska kiselina, (1,569 min, 289-) katehin, (2,407 min, 289-) epikatehin.

Ako uporedimo dva hromatograma, vidimo da je razlika u hemijskom sastavu ekstrakta izolovanih iz herbe i
rizoma znacajna. U rizomu, pik na 1,059 (577-) moZe da potice od procijanidina Bs ili procijanidin B, (tj.
dimer epikatehin-(4—8)-katehin ili katehin-(4a—8)-katehin), a pik na 1,657min (577-) od procijanidina B,
(epikatehin-(4/—8)-epikatehin) (Flamini and Traldi 2010), na osnovu literaturnih podataka (maksimuma
apsorpcije na 280 nm u UV spektru) i relativnog retencionog vremena u odnosu na katehin i epikatehin.
Flamini je procijanidine identifikovao u uzorcima vina, koja su takode bogata epikatehinom i katehinom.
Procijanidini su ve¢ identifikovani u vrsti R. acetosa u radovima Anke et al. 2007; Bicker et al. 2009 i
Gescher et al. 2011.

Pik na 4,983 min, koji odgovara jedinjenju molekulske mase 450, ve¢ je identifikovan kao
eriodiktiol/aromadendrin-heksozid u ekstraktu herbe vrste R. crispus. U uzorku rizoma (231_ac_42), odreden
je emodin u koli¢ini od 0,013 mg/g na 9,189 min.
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4.1.6.7 Rumex acetosella
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Slika 4-24 BPC hromatogram uzorka herbe (E_I170_all_32) vrste R. acetosella sa obeleZenim dokazanim (¥') i pretpostavljenim (O)
Jedinjenjima: (0,680 min, 191-) hinska kiselina, (0,874 min, 169-) galna kiselina, (2,426 min, 179-) kafena kiselina, (4,042 min, 431-)
viteksin, (6,585 min, 285-) luteolin, (9,193 min, 269-) emodin

U uzorku herbe vrste R. acetosella su poredenjem sa referentnim standardima identifikovane hinska kiselina
(0,680 min, /91-, 0,66 mg/g), galna kiselina (0,874 min, /69-, 1,52 mg/g), kafena kiselina (2,426 min, /79-,
0,212 mg/g), viteksin (4,042 min, 431-, 4,623 mg/g), luteolin (6,585 min, 285-, 0,139 mg/g) i emodin (9,193
min, 269-, 1,03 mg/g).

Kawasaki et al. 1984, u svom radu navode da je za razliku od vrste R. acetosa, za vrstu R. acetosella
dominantna komponenta luteolin-7-O-glukozid (4,36 min, 447-). Od osam lokaliteta vrste R. acetosella,
koliko je ispitano u ovoj doktorskoj disertaciji, u herbi sa Sest lokaliteta to i jeste tako, jer se koli¢ina
luteolin-7-O-glukozida kre¢e od 1,5 mg/g do 30 mg/g s.e. Medutim, u uzorku herbe prikazanom na slici
(all_32), odredeno je samo 0,8 mg/g ovog metabolita, te on nije uocljiv u scan hromatogramu. Nizak sadrZaj
luteolin-7-O-glukozida odreden je i u uzorku allM_40, koji je determinisan kao podvrsta R. acetosella
subsp. multifidus. Medutim, koli¢ina hiperozida znacajno razdvaja ove dve podvrste — u R. acetosella subsp.
multifidus hiperozid je prisutan u koli¢ini od 10 mg/g, dok u svim ostalim uzorcima vrsta R. acetosella on
nije dokazan. Ovaj rezultat se slaZe i sa radom Kawasaki ef al. 1986 prema kome je hiperozid (kvercetin-3-
O-galaktozid) karakteristian za vrstu R. acetosa. U herbi uzoraka R. acetosa analiziranih u sklopu ove
disertacije zaista je odredeno 1,6—17 mg/g s.e. hiperozida, dok u herbi sedam uzoraka vrste R. acetosella nije
identifikovan ovaj metabolit.

Kao i u slu€aju vrste R. acetosa, 1 u ekstraktu herbe R. acetosella veoma su zastupljeni flavonoidni C-
glikozidi. Pored pomenutog viteksina (apigenin-8-C-glukozid), detektovan je i izoviteksin (apigenin-6-C-
glukozid, 4,328 min, 431-), u oba slu¢aja, u PI spektrima odsutni su Y," joni, $to je u skladu sa obrascem
fragmentacije C-glikozida (cepanje prstena Secera uz formiranje X-serije fragmenata, umesto cepanja
glikozidne veze i stvaranja Y-fragmenata). Detektovana su i dva pika 447-, na 3,551 min (minorni) i 3,656
min (dominantni), sa UV spektrom karakteristicnim za derivate luteolina. Ova izomerna jedinjenja
identifikovana su kao luteolin-6-C- i 8-C-glukozid (izoorijetin i orijentin), koji su ve¢ nadeni u R. acetosa.
Za razliku od R. acetosa, u herbi R. acetosella nisu detektovani mono- i diacetilovani flavonoidni C-glikozidi
(koje karakteriSu joni 489-, 531-, 473- 1 515-) u regionu 5,5-6,5 min. Dobijeni rezultati nisu u saglasnosti sa
rezultatima Kawasaki et al. 1986, po kojima su izoviteksin, orijentin i izoorijentin dominantne komponente
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vrste R. acetosa (uz manje viteksina), dok u vrsti R. acetosella prisustvo ovih komponenti nije uo¢eno. U
uzorcima ispitivanim u sklopu ove disertacije, u Sest od osam ekstrakata herbe je odreden viteksin u
koli¢inama od 1,3 mg/g do ¢ak 14 mg/g, a samo u dva uzorka (sa lokaliteta all_08 1 all_43) sadrZaj viteksina
je znatno manji od sadrZaja luteolin-7-0-glukozida.

Za pik na 5,351 min, koji poti¢e od jedinjenja sa molekulskom masom 462 Da, karakteristicno je da, za
razliku od vecine identifikovanih jedinjenja, ne podleZe deprotonaciji i formiranju [M—H] jona — u NI
spektru vidljivi su samo adukti [M+Cl]™ i [M+HCOQOY]". U pozitivnhom modu uocava se fragment sa m/z 317,
koji odgovara gubitku ostatka deoksiheksoze iz protonovanog molekula (463-317=146). U UV spektru
vidljiva su dva apsorpciona maksimuma, na 296 nm i 246 nm. Poznato je najmanje 89 flavonoidnih aglikona
molekulske mase 316 Da, od kojih su najpoznatiji metilovani derivati kvercetina (izoramnetin, tamariksetin,
ramnetin). Medutim, odsustvo UV maksimuma iznad 300 nm ukazuje na to da nisu u pitanju derivati
metilkvercetina. Odsustvo deprotonacije u NI ukazuje na visok stepen supstitucije (verovatno metilovanja),
odn. mali broj slobodnih fenolnih hidroksilnih grupa. Dodatni eksperimenti neophodni su za korektnu
identifikaciju aglikonskog skeleta.

Nije bilo moguée potpuno okarakterisati ni par pikova na 2,242 min i 2,300 min, koji odgovaraju
jedinjenjima molekulske mase 478 Da. UV spektar, u kome se uo¢ava samo jedan maksimum na 276 nm (uz
mogu¢ shoulder na oko 300 nm) ukazuje na katehin ili epikatehin. Ukoliko je aglikonska komponenta zaista
katehin/epikatehin, sledi da je ugljenohidratna komponenta verovatno acetildeoksiheksoza (290+146+42). [ u
ovom slu¢aju, neophodni su dodatni MS” i pseudo-MS” eksperimenti.

Na kraju, pik na 7,415 min (431-), koga karakteriSe UV maksimum oko 420 nm (zbog preklapanja nemoguce
je ta¢no ocitavanje) i Yo" jon sa m/z 271 preliminarno je identifikovan kao emodin-8-0O-glukozid.
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Slika 4-25 BPC hromatogram uzorka rizoma (E_I178_all_32) vrste R. acetosella sa obeleZenim dokazanim (¥) i pretpostavljenim
(O) jedinjenjima: (0,693 min, 191-) hinska kiselina, (1,571 min, 289-) katehin, (2,411 min, 289-)epikatehin, (9,185 min, 269-)
emodin.

Od niza pikova vidljivih u hromatogramu ekstrakta rizoma R. acetosella, samo je mali broj bilo moguce
identifikovati i kvantifikovati poredenjem sa referentnim standardima: hinsku kiselinu (0,693 min, /91-,
0,379 mg/g), katehin (1,571 min, 289-, 6,058 min), epikatehin (2,411 min, 289-, 11,080 min) i emodin
(9,185 min, 269-, 9,182 min). Za razliku od herbe, kod koje je emodin dominantni antrahinon, uz mnogo
niZe koncentracije hrizofanola, u rizomu je zastupljeniji hizofanol (1,22 mg/g), mada se pik ne uocava u Scan
hromatogramu zbog koeluiranja sa izobarnim artefaktom.
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Dominantni pikovi u regionu 3-6,5 min predstavljaju derivate aglikona molekulske mase 288 (u PI spektru
se uoava Y,' jon sa m/z 289), i sa UV spektrom koga karakteriSu maksimumi na 295 nm i 244 nm. Pik na
3,442 min (449-) odgovara heksozidu (450-288=162), pikovi na 3,933 min, 4,779 min i 4,943 min (491-)
acetilheksozidima (492-288=204), a pikovi na 5,726 min i 6,123 min (533-) diacetilheksozidima (534—
288=246). Odsustvo apsorpcionih maksimuma na >300 nm ukazuje da aglikon ima ograni¢enu
delokalizaciju m-elektrona, te ne predstavlja antrahinon niti flavonoid sa dvostrukom vezom u prstenu C. S
druge strane, A« trake na 295 nm je previsoka za flavane, i verovatno preniska za flavanone. Bice
neophodni dodatni eksperimenti da bi se aglikonska struktura okarakterisala.

Zanimljivo je da joS neki od dominantnih pikova pokazuju isti UV spektar. Dok se u PI spektru pika na 4,616
min (533-) ne uoCava Y, fragment sa m/z 289, ova neidentifikovana aglikonska jedinica javlja se kao
neutralni gubitak: 535-247=288. Pik na 5,336 min, koji potice od jedinjenja sa molekulskom masom 462 Da,
detektovan je i u herbi ove vrste

4.1.7 SCAN ANALIZA EKSTRAKATA VRSTA RODA POLYGONUM
4.1.77.1.1 Polygonum aviculare
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Slika 4-26 BPC hromatogram uzorka herbe (E_I38_avi_19) vrste P.aviculare sa obeleZenim dokazanim (¥') i pretpostavljenim (O)
Jedinjenjima: (0,628 min, 191-) hinska kiselina; (0,849 min, 169-) galna kiselina; (1,759 min, 353-) hlorogenska kiselina.

U scan hromatogramu ispitivanog ekstrakta herbe P. aviculare (E_138_avi_19), poredenjem sa referentnim
standardima identifikovani su pikovi hinske kiseline (/91-, 0,628 min, 8,7 mg/g); galne kiseline (/69-, 0,849
min, 0,95 mg/g) i hlorogenske kiseline (353-, 1,759 min, 0,69 mg/g). U intervalu 3,5-6 min detektovan je niz
jedinjenja flavonoidne strukture, pri ¢emu je samo neka bilo moguce identifikovati (delimi¢no ili potpuno)
na osnovu MS' i UV spektara. Zanimljivo je prisustvo neuobi¢ajenih flavonoidnih acetilheksuronida, kao i
prisustvo najmanje Cetiri razlicita aglikonskih skeleta — kvercetina, kemferola, neidentifikovanog aglikona
molekulske mase 316 i O-metilkemferola. Za razliku od vrsta roda Rumex, antrahinoni su prisutni samo u
tragovima.

Jedan od najvecih pikova u NI hromatogramu, na 4,176 min, poti¢e od jedinjenja sa molekulskom masom
478. Na osnovu prisustva Yo" jona m/z = 303 u PI spektru i karakteristiénog UV spektra (348 nm, sh296 nm,
266 nm) moZe se zakljuciti da je u pitanju 3-O-glikozilovani derivat kvercetina, tacnije heksuronid
(302+176=478).
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Pik na 5,210 min (519-) u PI spektru sadrZi minorni se Y," jon na m/z 303, $to odgovara derivatu kvercetina.
UV spektar saglasan je sa 3-O-glikozilovanim kvercetinom, a molekulska masa ukazuje na acetilheksuronid
(302+176+42=520).

U PI spektru pika na 5,656 min (503-) zapaza se Y,' jon na m/z 287, §to odgovara kemferolu ili luteolinu.
UV spektar omogucava nedvosmislenu identifikaciju aglikona kao kemferola. PoloZaj apsorpcionog
maksimuma trake I od 347 nm ukazuje na 3-O-glikozilaciju, a molekulska masa na acetilheksuronsku
kiselinu kao Secernu komponentu (504=286+176+42).

Pik na 5,756 min poti¢e od jedinjenja molekulske mase 534. U PI spektru uo¢ava se minorni Y, jon na m/z
317, te se ugljenohidratna komponenta moZe identifikovati kao acetilheksuronska kiselina
(534=316+176+42). Za razliku od neidentifikovanog izobarnog aglikona detektovanog u Rumex acetosella,
koji nije pokazivao apsorpcione maksimume iznad 300 nm, u UV spektru ovog aglikona jasno su definisane
traka I na 351 nm, shoulder na oko 288 nm, i traka II sastavljena od nekoliko pikova (sh 267 nm, 255 nm,
sh~232 nm). Od najmanje 89 poznatih flavonoidnih aglikona molekulske mase 316 Da, najpoznatiji su O-
metilovani derivati kvercetina: 3'-O-metilkvercetin (izoramnetin), 4'-O-metilkvercetin (tamariksetin) i 7-O-
metilkvercetin (ramnetin). Zbog velike slicnosti spektara ovih aglikona, i nedostupnosti podataka o
spektrima glikozida, potpuna identifikacija nije bila moguca. Slobodni izoramnetin je u ovom ekstraktu
detektovan samo u tragovima, dok druga dva kandidata nisu ni analizirani zbog nedostupnosti referentnih
standarda Medutim, ukoliko ovo jedinjenje zaista predstavlja glikozilovani derivat metilkvercetina, moZe se
jos re¢i da poloZaj trake I jasno ukazuje na glikozilaciju u polozaju 3.

U PI spektru pika na 5,838 min (475-) zapaZa se Y, jon m/z = 301, §to ukazuje na heksuronid
(476=300+176). UV spektar karakteriSu jasno definisane trake I i II na 346 nm i 266 nm, uz shoulder na oko
298 nm. Poznata su najmanje 124 flavonoidna aglikona molekulske mase 300, od ¢ega niz predstavlja O-
metilovane derivate kemferola i luteolina. Dok bez dodatnih pseudo-MS® eksperimenata nije moguca taéna
identifikacija, na osnovu UV spektra se ¢ini mogu¢im da je u pitanju O-metilkemferol-3-O-heksuronid.
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Slika 4-27 BPC hromatogram uzorka rizoma (E_102_avi_19) vrste P.aviculare sa obeleZenim dokazanim (¥') i pretpostavljenim (O)
Jedinjenjima: (0,713 min, 191-) hinska kiselina; (0,845 min, 169-) galna kiselina; (1,333 min, 289-) katehin, (2,421 min, 289-)
epikatehin; (1,795 min, 353-) hlorogenska kiselina..

U uzorku rizoma vrste P. aviculare (E_102_avi_19) odredena je hinska kiselina u koli¢ini od 0,92 mg/g
(I/91-, 0,713 min), galna kiselina 1,22 mg/g (169-, 0,845 min); katehin 8,99 mg/g (289-, 1,333 min);
hlorogenska kiselina 0,028 mg/g (353-, 1,795 min) i epikatehin 0,12 mg/g (289-, 2,421 min).
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U rizomu je, generalno, detektovan manji broj jedinjenja visokog udela nego u herbi ove vrste. Medutim,
sudeci po "bregu" u TWC (fotal wavelength chromatogram) u intervalu 2-5 min, 1 po sloZenoj strukturi
hromatograma ekstrahovanog za 350+10 nm, u uzorku je prisutan i veoma veliki broj hidrofilnih minornih
komponenti. Pritom, "breg" karakteriSe UV spektar sa jednim apsorpcionim maksimumom na 278 nm, §to
moZe ukazivati na tanine. Dominantni pikovi u ovom intervalu pokazuju samo jedan jon u NI spektru, i
odsustvo jona u PI spektru, $to je onemogucilo pouzdano odredivanje molekulske mase i identifikaciju.

Kao i u uzorku herbe, i u rizomu su uocena i relativno hidrofobna jedinjenja, koja eluiraju na 7,035 min
(327-) 17,368 min (329-), koja nije bilo moguce identifikovati.

4.1.7.2 Polygonum maritimum
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Slika 4-28 BPC hromatogram uzorka herbe (E_139_mar_20) vrste P.maritimum sa obeleZenim dokazanim (¥') i pretpostavljenim
(O) jedinjenjima: (0,709 min, 191-) hinska kiselina; (0,837 min, 169-) galna kiselina; (1,410 min, 289-) katehin, (457-, 1,852 min)
epigalokatehin-galat; (4,195 min, 463-) kvercetin-3-O-galaktozid (hiperozid; (4,281 min, 463-) i kvercetin-3-O-glukozid; (4,680 min,
317-) miricetin; (5,497 min, 301-) kvercetin.

U scan hromatogramu uzorka herbe vrste P. maritimum poredenjem sa referentnim standardima
identifikovana su sledeca jedinjenja: hinska kiselina (/91-, 0,709 min, 0,77 mg/g), galna kiselina (/69-,
0,837 min, 5,54 mg/g), katehin (289-, 1,410 min, 2,6 mg/g), epigalokatehin-galat (457-, 1,852 min, 3,7
mg/g), hiperozid (463-, 4,195 min, 0,97 mg/g), kvercetin-3-O-glukozid (463-, 4,281 min, 0,48 mg/g),
miricetin (3/7-, 4,680 min, 0,17 mg/g), kvercetin (301-, 5,497 min, 0,19 mg/g).

Za ovaj uzorak je karakteristi¢no prisustvo nekoliko pikova koji pripadaju derivatima aglikona molekulske
mase 318 (odgovarajuéi Yo" jon vidljiv je u PI spektru). Pik na 3,572 min (479-, maksimumi u UV spektru
na 358 nm, 300 nm i 259 nm) odgovara heksozidu, pik na 3,928 min (449-) pentozidu (verovatno
arabinozidu) a dominantni pik na 4,013 min (463-, UV maksimumi na 352 nm, sh302 nm i 260 nm)
odgovara deoksiheksozidu (verovatno ramnozidu). Na osnovu ¢injenice da je u ovom uzorku detektovan i
slobodni miricetin, moZe se pretpostaviti da navedena jedinjenja predstavljaju 3-O-glikozil-derivate
miricetina.

Od flavonoidnih jedinjenja, jo§ je uspeSno identifikovan kvercetin-3-O-pentozid (433-), koji eluira na 4,610
min, u PI spektru sadrZi Yo" jon m/z 303, a u UV spektru ima maksimume na 354 nm, sh~296 nm i 257 nm.
U Polygonum vrstama ve¢ su identifikovana dva pentozida kvercetina: a-L-arabinofuranozid (avikularin) u
P. aviculare, 1 B-L-arabinofuranozid (polistahozid) u P. polystachum.

103



Emilija Sviréev

Kao i u TWC hromatogramu ekstrakta P. aviculare, i ovde se uocava "breg" u intervalu 2-5 min koji moZe
poticati od veceg broja blisko eluirajucih tanina.
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Slika 4-29 BPC hromatogram uzorka rizoma (E_103_mar_20) vrste P.maritimum sa obeleZenim dokazanim (¥') i pretpostavljenim
(O) jedinjenjima: (0,721 min, 191-) hinska kiselina; (0,841 min, 169-) galna kiselina; (1,387 min, 289-) katehin; (1,891 min, 457-)
epigalokatehin-galat; (2,437 min, 289-) epikatehin; (4,198 min, 463-) hiperozid; (4,281 min, 463-) kvercetin-3-O-glukozid; (4,676
min, 317-) miricetin.

U scan hromatogramu ekstrakta rizoma vrste P. maritimum su poredenjem sa referentnim standardima
identifikovana i kvantifikovana slede¢a jedinjenja: hinska kiselina (/9/-, 0,721 min, 0,17 mg/g), galna
kiselina (/169-, 0,841 min, 5,11 mg/g), katehin (289-, 1,387 min, 15,7 mg/g), epigalokatehin-galat (457-,
1,891 min, 1,17 mg/g), epikatehin (289-, 2,437 min, 019 mg/g), hiperozid (463-, 4,198 min, 0,53 mg/g),
kvercetin-3-0-glukozid (463-, 4,281 min, 0,22 mg/g), miricetin (317-, 4,676 min, 0,18 mg/g).

Kao i u herbi, i u ekstraktu korena pronadeni su derivati miricetina — deoksiheksozid (ramnozid, 463-) na
4,025 min, kao i tragovi heksozida (479-, 3,576 min) i pentozida (449-, 3,963 min). U uzorku su detektovani
1 kondenzovani tanini — pik na 2,081 min (577-), 1 "breg" u TWC hromatogramu na 2-5 min.
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4.1.8 SCAN ANALIZA EKSTRAKATA VRSTA RODA BISTORTA

4.1.8.1 Bistorta officinalis
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Slika 4-30 BPC hromatogram uzorka herbe (E_I174_bis_21) vrste B. officinalis sa obeleZenim dokazanim (¥') i pretpostavljenim (O)
Jedinjenjima: (0,716 min, 191-) hinska kiselina; (1,575 min, 289-) katehin; (1,865 min, 353-) hlorogenska kiselina; (4,427 min, 463-)
kvercetin-3-0-galaktozid (hiperozid); (4,487 min, 609-) rutin; (4,542 min, 463-) kvercetin-3-0O-glukozid; (5,185 min, 447-) kvercetin-
3-0O-ramnozid

U scan hromatogramu ekstrakta herbe B. officinalis E_174_bis_36, poredenjem sa referentnim standardima,
identifikovani su i kvantifikovani: hinska kiselina (/9/-, 0,716 min, 10,5 mg/g), katehin (289-, 1,575 min,
1,4 mg/g), hlorogenska kiselina (353-, 1,865 min, 8,0 mg/g), hiperozid (463-, 4,427 min, 1,12 mg/g), rutin
(609-, 4,487 min, 5,97 mg/g), kvercetin-3-O-glukozid (463-, 4,542 min, 1,93 mg/g), kvercetin-3-O-ramnozid
(447-, 5,185 min, 3,68 mg/g). Prisustvo antrahinona nije detektovano.

Pored navedenih flavonoida, identifikovan je i niz drugih derivata kvercetina, sa karakteristi¢nim Y," jonom
na m/z 303. Dominantni pik na 4,380 min (477-), sa maksimumima na 355 nm, sh~297 nm, sh266 nm i1 256
nm u UV spektru, identifikovan je kao kvercetin-3-O-heksuronid (478=302+176). Pik na 3,997 min (463-)
odgovara kvercetin-heksozidu, pri ¢emu poloZaj trake I od 366 nm ukazuje na glikozilaciju u poloZaju
razli¢itom od C3. Pik na 5,006 min (609-), sa UV maksimumima na 354 nm, sh~298 nm, sh266 nm i 257 nm
odgovara kvercetin-3-O-deoksiheksozilheksozidu (610=302+162+146) razli¢itom od rutina (kvercetin-3-O-
rutinozida), moZzda kvercetin-3-O-neohesperidozidu. Pik na 5,607 min (5/9-), sa UV maksimumima na 356
nm, sh~295 nm, sh267 nm i 257 nm, predstavlja kvercetin-3-O-acetilheksuronid (520=302+176+42), a pik
na 5,783 min (533-), sa UV maksimumima na 350 nm, sh~302 nm, sh265 nm i 256 nm, moZda predstavlja
kvercetin-3-O-malonildeoksiheksozid (302+146+86).

Uzorak herbe B. officinalis sa lokaliteta Stara planina, E_225_bis_47 znatno je siromaSniji fenolnim
jedinjenjima, Sto se vidi i iz scan hromatograma. Samo nekoliko kvantifikovanih jedinjenja dalo je dovoljno
jak signal, uocljiv u scan hromatogramu: hinska kiselina (0,716 min, /917-), hlorogenska kiselina (1,907 min,
353-), hiperozid (4,416 min, 463) i rutin (4,462 min, 609).
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Slika 4-31 BPC hromatogram uzorka herbe (E_225_bis_47) vrste B.officinalis sa obeleZenim dokazanim (¥') jedinjenjima: (0,716

min, 191-) hinska kiselina; (1,907 min, 353-) hlorogenska kiselina; (4,416 min, 463-) kvercetin-3-O-galaktozid (hiperozid); (4,462
min, 609-) rutin.
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Slika 4-32 BPC hromatogram uzorka rizoma (E_236_bis_47) vrste B.officinalis sa obeleZenim dokazanim (¥') i pretpostavljenim

(O) jedinjenjima: (0,610 min, 191-) hinska kiselina, (0,870 min, 169-) galna kiselina; (1,565 min, 289-) katehin; (2,398 min, 289-)
epikatehin.
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U rizomu vrste B. officinalis (uzorci 237_bis_48 i 236_bis_47, preklopljeni na slici) prisutna je znacajna
koli¢ina hinske kiseline (/97-, 0,610 min, 2,6 mg/g), galne kiseline (/69-, 0,870 min, 2,2 mg/g), katehina
(289-, 1,565 min, 13,1 mg/g), hlorogenske kiseline (353-, 1,852 min, 61,2 mg/g) i epikatehina (289-, 2,398
min, 0,51 mg/g).

Detektovano je nekoliko pikova rano eluiraju¢ih, veoma polarnih jedinjenja: na 1,641 min (483-), 1,674 min
(483-), 1,709 min (461-) 1 2,025 min (443-). UV spektar svih jedinjenja je identican, i sli¢an spektru galne
kiseline, katehina i epikatehina — karakteriSe ga samo jedan apsorpcioni maksimum na 276-277 nm. Jedan
od pikova molekulske mase 484 Da moZe predstavljati 3,6-digaloilglukozu, koja je ve¢ detektovana u
Bistorta officinalis. Pored ovih, jasno definisanih pikova, u TWC hromatogramu se uocava i "breg" u
intervalu 1-4 min, sa istim apsorpcionim spektrom.

4.1.9 SCAN ANALIZA EKSTRAKATA VRSTA RODA PERSICARIA

4.1.9.1 Persicaria amphibia

x10 % -ESIBPC Scan Frag=80,0V t3_30_149_(-).d
441
3.8+
3.6+
3.4+
3.2
3,
2.8+
2.6+
2.4+ @
2.2 >
2- R

<

1.84 A
1.6+
1.4+
1.2+
1 -
0.8+
0.6+
0.4+ :
0.2

169
%!
9},\289—,423-

‘:.'..7*.5.)?:‘?:1:?’::::1:?:‘?’:-"37"7'3'><91 -

72
e >1,248 48

1,674 289
AN
4017
4,176
1z
<
75497 301

18:433....
11,160

7,046 327
=+ 7,375 329-

i f 5,896 @ N

0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105 11 115 12
Counts vs. Acquisition Time (min)

Slika 4-33 BPC hromatogram uzorka herbe (E_149_amp_30) vrste P.amphibia, sa obeleZenim dokazanim (¥') i pretpostavijenim
(O) jedinjenjima: (0,678 min, 191-) hinska kiselina, (0,826 min, 169-) galna kiselina, (1,407 min, 289-) katehin, (1,674 min, 289-)
epikatehin, (4,273 min, 463- i 609-) hiperozid i rutin, (4,625 min, 317-) miricetin, (4,176 min, 447-) kvercitrin, (5,497 min, 301-)
kvercetin.

Kao $to je obelezeno na histogramu (Slika 4-33) herba vrste P. amphibia sadrzi znaCajne koliCine galne
kiseline (169-, 0,826 min, 2,7 mg/g), katehina (289-,1,674 min, 1,1 mg/g), hiperozida (463-, 4,273 min, 12,4
mg/g), kvercetin-3-O-glukozida (463- 4,273 min, 1,77 mg/g) i rutina (609-, 4,273 min, 0,28 mg/g), ali i
miricetina, kvercetin-3-O-ramnozida i kvercetina (317-, 4,652 min, 0,69 mg/g; 447-, 4,753 min, 8,0 mg/g i
301-, 5,497 min, 4,32 mg/g, respektivno).

Pik na 3,591 min (623-), najverovatnije poti¢e od kvercetin-ramnozil glukuronida; a pik na 4,176 min ( 447-)
od kvercetin-3-O-glukuronida. Pik (37/5-) na 5,896 min eluira u zoni nepolarnijih aglikona i poti¢e od
metilovanog kvercetina (ali nije u pitanju izoramnetin). Pik na 3,161 min (441-) kako je i prethodno
navedeno potice od (epi)katehin-3-O-galata.
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4.1.9.2 Persicaria hydropiper
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Slika 4-34 BPC hromatogram uzorka herbe (E_227_hyd_50) vrste P.hydropiper, sa obeleZenim dokazanim (¥) i pretpostavljenim
(O) jedinjenjima: (0,5 min, 191-) hinska kiselina, (0,863 min, 169-) galna kiselina, (1,3 min, 153-) protokatehinske kiseline; (1,535
min , 289-) katehin, (4,46 min, 463-) hiperozid i kvercetin-3-O-glukozid, (5,139 min, 447-) kvercitrin, (5,258 min, 447-) kemferol-3-
O-glukozid, (6,216 min, 301-) kvercetin.

U scan hromatogramu ekstrakta rizoma vrste P. hydropiper su poredenjem sa referentnim standardima
identifikovana i kvantifikovana slede¢a jedinjenja: hinska kiselina (/9/-, 0,584 min, 5,60 mg/g), galna
kiselina (/69-, 0,863 min, 5,11 mg/g), katehin (289-, 1,565 min, 0,2 mg/g), hiperozid (463-, 4,467 min, 2,7
mg/g), kvercetin-3-0-glukozid (463-, 4,46 min, 10,1 mg/g), miricetin (3/7-, 5,025 min, 0,4 mg/g), kvercitrin
(447-, 5,185 min, 3,65 mg/g), (447-, 5,258 min, 1,2 mg/g).

Pik na 5,139 minutu (599-) odgovara kvercetin-3-O-ramnozil-galatu (301+146+152=599-). Struktura ovog
jedinjenja je potvrdena nakon izolacije iz vrste Persicaria lapathifolia (Y. Kim et al. 2000; Smolarz 2002c).
U intervalu od 4,5-6 min prisutno je 5 pikova sa istim (599-) jonom. Kawasaki et al. 1986 su izolovali
kvercetin-3-0O-glukuronid iz vrste Polygonum hydropiper. U ispitivanom uzorku herbe, pik na 4,330 min sa
UV maksimumima na 356nm, h296 nm, sh 266 m 256 nm verovatno potice od kvercetin-3-O-glukuronida.

Sa hromatograma se uoc¢ava dominantan jon (409-) na 7,293 min, koji ima UV maksimume na 351 nm, sh
295 nm, sh267 nm, 249 nm, ali potrdivanje njegove strukture zahteva dodatna snimanja. Poredenjem sa
standardnim jedinjenjem, nije utvrdeno prisustvo emodina u ovom uzorku, pa stoga ostaje da se odredi od
cega potice jon 269- koji eluira u zoni antrahinonskih jedinjenja (8,847 min). Iz UV spektra nismo jasno
uspeli da uofimo maksimume (apsorpcioni maksimum na 430 nm bi bila potvrda za antrahinonsku

strukturu). Pik na 4,467 min (6/5-) najverovatnije potie od derivata kvercetina (6/5-=301+162+152), tj
galoilovanog glikozida kvercetina (UV 262 nm, sh295 nm, 356 nm).
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Slika 4-35 BPC hromatogram uzorka rizoma (E_239_hyd_50) vrste P.hydropiper sa obeleZenim dokazanim (¥') i pretpostavljenim

(O) jedinjenjima: (0,65 min, 191-) hinska kiselina, (0,874 min, 169-) galna kiselina, (1,573 min, 289-) katehin; (2,014 min , 289-)
epikatehin.

U ekstraktu rizoma pored identifikovanih jedinjenja poredenjem sa standardim jedinjenjima, kako je
navedeno ispod hromatograma (Slika 4-35), najitenzivniji je pik na 3,091 min (441-), koji potice od
epigalokatehin-galata, kako je ranije navedeno.

4.1.9.3 Persicaria lapathifola subsp. lapathifolia
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Slika 4-36 BPC hromatogram uzorka herbe (E_229_lap_52) vrste P. lapathifolia, sa obeleZenim dokazanim (¥') i pretpostavljenim
(O) jedinjenjima: (0,655 min, 191-) hinska kiselina, (0,863 min, 169-) galna kiselina, (1,552 min , 289-) katehin, (1,838 min, 353-)
hlorogenska kiselina, (4,471 min, 463-) hiperozid, (4,4 min, 609-) rutin, (4,4 min, 463-) kvercetin-3-O-glukozid, (5,147 min, 447-)
kvercitrin, (5,210 min, 447-) kemferol-3-O-glukozid.

U radu (Smolarz 2002c), autorka Helena Smolartz je objavila izolaciju 11 razli€itih sekundarnih metabolita
iz vrste Polygonum lapahtifolium subsp. tometosum (Schrank) Dans; od kojih su dva acetilovana flavonoidna
glikozida, tada po prvi put izolovana. Re¢ je o kvercetin-3-O-f-D-(6"-0O-galoil)-glukopiranozidu, odnosno
analognom galaktopiranozidu, M 616 Da. U prikazanom hromatogramu vrste Persicaria lapathifolia subsp.
lapathifolia sa lokaliteta FruSka gora, na 3,877 min i 3,914 min javljaju se pikovi (615-) koji najverovatnije
poti¢u od galoilovanih derivata kvercetina. UV maksimumi pika na 3,914 min su 259 nm, 290sh, 356 nm.
Ostali flavonoidni molekuli koje navodi Smolartz su kvercetin-3-0-f-D-galaktopiranozid i kvercetin-3-O--
D-glukopiranozid, koji su poredenjem sa standardnim jedinjenjima dokazani i kvantitativno odredeni u
posmatranom uzorku lap_52 (4,374 min, 463-, 0,32 mg/g i 4,471 min, 463-, 1,34 mg/g). Takode na osnovu
poredenja sa standradnim jedinjenjima u uzorku lap_52 odredeno je kvercitrina (5,147 min, 447-, 0,93 mg/g,
kemferol-3-0-D-glukopiranozida (5,210 min, 447-, 0,33 mg/g). Aglikoni kvercetin i kemferol (M302 i
M?286), u posmatranom uzorku herbe prisutni su u koli¢inama od 0,09 mg/g i 0,02 mg/g, respektivno, ali
taksifolin (303-) i kvercetin-3-O-f-D-glukuronida (477-), nisu detektovani u posmatranom uzorku.
Kvercetin-glukuronid, prema primenjenoj metodi, eluira neposredno ispred hiperozida ~4,3 min. Diglikozid
kvercetina, koji je uspela da izoluje Smolartz, kvercetin-3-O-ramnozil-glukozid (301+146+162=609-)
mogao bi biti prisutan i u nasem uzorku, na oko 3,8 minutu (609-, UV maksimumi: 257 nm, sh267 nm, 284
nm, 344 nm).
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Slika 4-37 BPC hromatogram uzorka rtizoma (E_241_lap_52) vrste P.lapathifolium, sa obelezenim dokazanim (¥') i
pretpostavljenim (O) jedinjenjima: (0,592 min, 191-) hinska kiselina, (0,867 min, 169-) galna kiselina, (1,999 min , 457-)
epigalokatehin

Pored jedinjenja koja su dokazana u uzorku rizoma lap_52 (obeleZeni ispod hromatograma, Slika 4-37), u
ovom uzorku se uocava i prisustvo, pika na 3,098 min (44/-) - epigalokatehin galat, kako je i ranije
navedeno.
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4.1.9.4 Persicaria maculosa
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Slika 4-38 BPC hromatogram uzorka herbe (E_176_mac_38) vrste P.maculosa, sa obeleZenim dokazanim (¥') i pretpostavljenim
(O) jedinjenjima: (0,65 min, 191-) hinska kiselina, (0,872 min, 169-) galna kiselina, (1,859 min, 353-) hlorogenska kiselina, (2,005
min, 457-) epigalokatehin galat, (4,424 min, 463-) hiperozid, (4,473 min, 609-) rutin, (4,453 min, 463-) kvercetin-3-0O-glukozid,
(5,182 min, 447-) kvercitrin, (5,256 min, 447-) kemferol-3-O-glukozid.
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Slika 4-39 BPC hromatogram uzorka rizoma (E_236_mac_38) vrste P.maculosa. sa obeleZenim dokazanim (¥') i pretpostavljenim

(O) jedinjenjima: (0,655 min, 191-) hinska kiselina, (0,872 min, 169-) galna kiselina, (1,594 min , 289-) katehin, (2,413 min, 289-)
epikatehin.
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Jedinjenja detektovana u ovom uzorku, poredenjem sa stavndarnim jedinjenjima nabrojana su ispod
hromatograma. Kao i u uzorku herbi vrste Persicaria lapathifolia, i kod vrste P. maculosa najvise jedinjenja
eluira u intervalu od 3,5 min do 6 min, sa karakteristicnim jonima (623-, 615-, 595-,579- i1 599-). Na osnovu
literaturnih podataka, u pitanju su diglikozidi kvercetina i kemferola i njihovoih galoilovani derivati, ali su
neophodna dodatna ispitivanja.

Hromatogram uzorka rizoma mac_38, veoma je slican hromatogramima uzoraka srodnih vrsta (P.
hydropiper i P. lapathifolium), sa dominantnim pikom na 3,083 min (44/-). Jedinjenja koja su dokazana u
ovom uzorku na osnovu poredenjenja sa standardima, navedena su ipod hromatograma (Slika 4-39).

4.1.10 SCAN ANALIZA EKSTRAKATA VRSTA RODA FAGOPYRUM

4.1.10.1 Fagopyrum esculentum
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Slika 4-40 BPC hromatogram uzorka herbe (E_I77_esc_39) vrste F.esculentum, sa obeleZenim dokazanim (¥') i pretpostavljenim
(O) jedinjenjima: (0,607 min, 191-) hinska kiselina, (1,571 min, 289-) katehin, (1,854 min, 353-) 5-O-kafeoilhinska kiselina, (2,411
min, 289-) epikatehin, (4,48 min, 463-) hiperozid, (4,48 min, 609-) rutin, (4,48 min, 463-) kvercetin-3-O-glukozid, (5,187 min, 447-)
kvercitrin, (6,253 min, 301-) kvercetin.

Vrstu Fagopyrum esculentum odlikuje visok sadrZaj rutina. U ispitanom uzorku ekstrakta herbe ima 120
mg/g rutina. U znacajnoj koli€ini prisutan je i kvercetin-3-O-ramnozid (5,187 min, 447-, 26 mg/g) kao i jo§
dva derivata kvercetina, kvercetin-3-0-galaktozid i kvercetin-3-O-glukozid (na 4,4 min, 1,87 mg/g i na 4,4
min i 4,683 min, 3,0 mg/g, respektivno). Aglikon kvercetin prisutan je u koli¢ini od 1,5 mg/g (6,253 min,
301-). Pored derivata kvercetina, poredenjem sa standardnim jedinjenjem odredeno je 8,3 mg/g hlorogenske
kiseline (1,854 min, 353-), dok katehina i epikatehina ima znatno manje: 0,18 mg/g i 0,87 mg/g (289- na
1,571 min i 2,411 min). Na 3,089 min eluira najverovatnije epi/katehin-3-O-galat. Hinske kiseline ima u
koli¢ini od 9,7 mg/g, a galne kiseline 0,17 mg/g.

Na 4,019 min (437-) na osnovu poredenja sa referentnim jedinjenjem potice od viteksina (0,37 mg/g), a
prema literaturnim navodima u herbi F. esculentum iz heljde je izolovan i izoviteksin. Pik na 4,0315 min
(431-), u uzorku esc_39, potice od izoviteksina (UV spektar 270,5 nm, 338,3 nm). Pik na 3,635 min (447-),
(sh257,6 nm, 269,8 nm, 289,1 nm, 350,6 nm) poti¢e verovatno od derivata lutelina, i to orijentina (mada u
naSem slucaju je maksimum trake I, neSto pomeren 350 nm u odnosu na 346 nm (Mabry et al. 1970).
Aglikona luteolina u ovom uzorku ima na granici detekcije 0,007 mg/g, a apigenin nije odreden.
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Grupa pikova na 1,227 min, 1,854 min i 1,995 min (353-), ukazuju na prisustvo jedinjenja iz klase

hlorogenskih kiselina, od kojih pik na 1,854 min poti¢e od 5-O-kafeoilhinske kiseline (poredenjem sa
referentim jedinjenjem).
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Slika 4-41 BPC hromatogram uzorka rizoma (E_183_esc_39) vrste F.esculentum, sa obeleZenim dokazanim (¥)) i pretpostavljenim
(O) jedinjenjima: (0,658 min, 191-) hinska kiselina, (0,859 min, 169-) galna kiselina, (1,571 min, 289-) katehin, (2,407 min, 289-)

epikatehin, (4,37 min, 463-) hiperozid, (4,467 min, 609-) rutin, (4,523 min, 463-) kvercetin-3-O-glukozid, (6,245 min, 301-)
kvercetin.

U rizomu vrste F. esculentum prisuna je znacajna koliCina kvercetina i derivata kvercetina, rutina, hiperozida
i izokvercitrina, $to nije uoceno ni kod jednog drugog ispitivanog uzorka rizma, 15 vrsta podfamilije
Polygonoideae. Kao i u herbi ove vrste, i u rizomu su prisutni pikovi u intervalu 1-2 min, (353-) koji poticu

od kafeoil hinskih kiselina, ali u ovom ekstraktu nije potvrdeno prisustvo 5-O-kafeoilhinske kiseline (na
osnovu poredenja sa standardom).
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4.2 BIOLOSKA AKTIVNOST EKSTRAKATA HERBI I RIZOMA VRSTA
PODFAMILIJE POLYGONOIDEAE

4.2.1 ANTIOKSIDANTNA AKTIVNOST

Kao $to je navedeno u Poglavilju 2.3, nivo slobodnih radikala je u direktnoj vezi sa procesima oksidacije
kako u bioloskim sistemima, tako i u hrani. Takode, efikasnost prirodnih antioksidanata pri zastiti od
oksidativnog stresa izuzetno znacajno doprinosi prevenciji bolesti €iji su uzrocnici upravo oksidativna
oSteCenja. Procena efikasnosti antioksidanata moZe se izvrSiti na viSe nivoa, u skladu sa razlicitim
mehanizmima njihovog antioksidantnog delovanja. Shodno tome, testovi za odredivanje antioksidantnog
potencijala mogu biti zasnovani na transferu elektrona (npr. DPPH test, FRAP test), sposobnosti ,,hvatanja“
slobodnih radikala (npr. HO", O, (SOA) i NO radikal) ili inhibiciji lipidne peroksidacije. Sistematsko in
vitro ispitivanje biljnih ekstrakata po navedenim principima moZe ukazati na nivo potencijala antioksidantne
aktivnosti koja bi i u in vivo modelima mogla znacajno da doprinese zastiti od slobodnih radikala. Stoga je, u
okviru ove doktorske disertacije, antioksidantna aktivnost ekstrakata herbi i rizoma biljaka podfamilije
Polygonoideae ispitana u pomenutim in vitro sistemima, primenom razli¢itih spektrofotometrijskih metoda.
Takode, uporedo su ispitane i odgovarajuée aktivnosti, sintetikih antioksidanasa BHA (butilovani
hidroksianizol, E320), BHT (butilovani hidroksitoluen, E321) i PG (propil galat, E310) koji se zbog svoje
izrazene antioksidantne aktivnosti vrlo Cesto koriste kao aditivi, kako u hrani, tako 1 u farmaceutskim,
kozmetickim i raznim industrijskim proizvodima.

DPPH test je zbog jednostavnosti izvodenja i komercijalne dostupnosti jedan od najviSe primenjivanih
testova, odnosno polazna tacka za procenu antioksidantne aktivnosti biljnih ekstrakata. Ovaj sintetski radikal,
iako je prvobitno bio kori§¢en zbog svojih paramagnetnih osobina, od 1958. godine poceo je da se koristi i za
testiranje prirodnih proizvoda (Blois 1958, Mishra et al. 2012). Od kada je uveden do danas, ovaj test je
izvoden u razli¢itim rastvara¢ima (metanol, etanol, puferski sistem), pri razli¢itim koncentracijama samog
DPPH reagensa, pri razliitoj duZini perioda inkubacije, ¢ime je veoma otezano poredenje rezultata razli¢itih
istrazivackih grupa. Ove razlike su posebno izraZene pri testiranju standardnih antioksidanata (BHA, BHT,
PG). Zbog toga je nakon nekoliko pokuSaja uvodenja dodatnih koeficijenata za izrazavanje rezultata
(korigovanje na vreme inkubacije, odnosno na koncentraciju samog reagensa), 2012. godine uveden indeks
antioksidante aktivnosti (antioxidant activity index, AAI), koji predstavlja koli¢nik koncentracije DPPH
radikala u reakcionoj smesi (ug/mL) i ICs5y vrednosti (ug/mL) kao i kriterijum za odredivanje potencijala
antioksidantne aktivnosti. Prema tom kriterijumu, kao slaba antioksidantna aktivnost oznacava se vrednost
niz od 0,5 (AAI < 0,5), umerena ako je 0,5<AAl<]1, snaZna aktivnost 1<AAI<2 i veoma snaZna aktivnost
AATI>2 (Scherer and Godoy 2009).

Shodno tome, rezultati ispitivanja sposobnosti pripremljenih ekstrakata herbi i rizoma vrsta podfamilije
Polygonoideae da neutraliSu DPPH radikale, prikazana je histogramima (Slika 4-42) koriste¢i klasi¢an nacin
prikazivanja rezultata — ICs, vrednosti, ali i novi nacin prikazivanja rezultata preko indeksa antioksidantne
aktivnosti, AAI (Slika 4-43).

Za ispitane vste podroda Rumex, karakteristicno je da su i ekstrakti herbi i ekstrakti rizoma, pokazali
izuzetnu antioksidantnu aktivnost sa AAI vredno$¢u od 1,1 do 7,06, pri ¢emu su, uopSteno, ekstrakti rizoma
bili aktivniji od odgovarajucih ekstrakata herbi. Najznacajniju aktivnost pokazuje ekstrakt herbe vrste R.
crispus (AAI=7,06), a posebno se isti¢u ekstrakti rizoma R. obtusifolius, R. balcanicus i R. crispus.

Na osnovu indeksa antioksidantne aktivnosti, proizilazi da ekstrakti rizoma vrsta Rumex acetosa i R.
acetosella pokazuju izuzetnu antioksidantnu aktivnost, jer se AAI nalazi u intervalu od 4,61-7,97 (R.
acetosa), 1,83-6,09 (R. acetosella subsp. acetoselloides), 1 9,68 (R. acetosella subsp. multifidus), odnosno
iznad 2 jedinice. Ekstrakti odgovaraju¢ih herbi ove dve vrste pokazuju znatno niZu tj. umerenu
antiokisdantnu aktivnost (AAI u intervalu od 0,46-0,94), osim uzorka herbe vrste R. acetosella subsp.
acetoselloides (AAl= 3,52).

Od osam ispitanih biljnih vrsta, koje su po staroj taksonomskoj klasifikaciji pripadale rodu Polygonum sensu
lato, u ovom testu najpotentniji su bili rizomi vrsta P. maritimum (AAI=8,31) i P. aviculare (AAl od 0,57 do
5,66) roda Polygonum, kao 1 rizomi vrste Bistorta officinalis (AAl= 5,48 do 5,61). Rizomi ispitanih vrsta
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roda Persicaria (P. hydropiper, P. lapathifolium, P. maculosa), takode su pokazali izuzetnu antioksidantnu
aktivnost (AAI od 0,33 do 4,53). Od ekstrakata herbi najsnaZniju antioksidantnu aktivnost ispoljio je ekstrakt
vrste P. maculosa (AAI=4,27) kao i ekstrakt vrste Fagopyrum esculentum (AAI=3,53). Takode, dobijeni
rezultati ispitivanja pokazuju znatnu varijabilnost DPPH skevindZer aktivnosti izmedu uzoraka sa razli¢itih
lokaliteta, posebno kod vrsta Polygonum aviculare 1 Persicaria lapathifolia.

Uopsteno, svi ekstrakti su pokazali bolju skevindZer aktivnost u odnosu na sintetski standard BHT
(AAI=0,75), a pojedini ekstrakti kao $to su ekstrakti rizoma podvrste R. acetosella subsp. multifidus 1 vrste
Polygonum maritimum, odnosno ekstrakt herbe R. crispus, su ispoljili sli¢an antioksidantni potencijal kao 1
pomenuti standard.

Analiza rezultata ispitivanja ,,skevindZer* aktivnosti superoksid anjon radikala (ICsy vrednosti) koji su
prikazani na slici (Slika 4-44), pokazuje da ne postoje znaCajne razlike u aktivnosti ispitivanih ekstrakata, ali
se jasno mogu uociti izvesne pravilnosti u odnosima aktivnosti izmedu ekstrakata herbi i rizoma istog roda.
Na primer, ekstrakti herbi roda Persicaria pokazuju bolju superoksid anjon hvatacku sposobnost od
ekstrakata rizoma, dok su u okviru roda Rumex, za podrodove Acetosa i Acetosella, kao i za rod Polygonum
karakteristicne vece aktivnosti rizoma u odnosu na herbe. Uzorci sa razli¢itih lokaliteta ne pokazuju znacajnu
razliku u potencijalu neutralizacije ovog radikala, izuzev rizoma Persicaria lapathifolia i P. maculosa.

U ovom testu, standardna jedinjenja BHA i BHT nisu dostigla ICsy vrednosti pri radnim koncentracijama do
50 pg/ml, a zbog njihove slabe rasvorljivost u vodenim/puferskim sistemima nisu mogle biti primenje vece
koncentracije (grafici i tabele su prikazani u Prilogu). lako je vecina ekstrakata pokazala aktivnost uporedivu
sa aktivnoS¢u standardnog jedinjenja PG (ICs5,=5,27 pg/mL), najznacajniji potencijal su ispoljili ekstrakti
herbi roda Persicaria, ali i ekstrakt herbe Fagopyrum esculentum.

Na slici (Slika 4-45) ) prikazane su koncentracije ekstrakata pri kojima se postize 50 % neutralizacije in situ
nastalog NO radikala.

U testu merenja hvatacke sposobnosti prema NO radikalu, ekstrakti herbi ispitivanih uzoraka su pokazali
izvestan potencijal, dok najveéi broj ekstrakata rizoma (29/46), u ispitanom opsegu koncentracija, nije
pokazao aktivnost, pri ¢emu su ICsy vrednosti aktivnih rizoma podrodova Rumex i Acetosa dostignute u
intervalima radnih koncentracija od 43,3 do 395, odnosno od 85,9 do 252 pg/mL, respektivno.

U okviru roda Rumex, ekstrakti herbi vrsta R. patientia i R. acetosella pokazuju sli¢nu aktivnost (ICs,
vrednosti su u intervalu od 39,8 do 79,6 pg/mL, odnosno od 42,6 do 84,7, respektivno), dok se ICsy vrednosti
ekstrakata herbi R. acetosa nalaze u intervalu nesto viSih koncentracija (od 96,0 do 155 pg/mL).

U rodu Polygonum, isti¢e se ekstrakt herbe vrste P. maritimum, Koji je i od svih ispitanih vrsta pokazao
najjacu aktivnost u ovom testu (ICs;=31pg/mL). Ekstrakati herbi vrste P. aviculare, za razliku od ostalih
vrsta, pokazuju znacajnu varijabilnost aktivnosti u zavisnosti od lokaliteta.

Ni jedan standardni antioksidans (BHT, BHA i PG) nije pokazao zna¢ajnu aktivnost (nije postignuta ICsg) pri
ispitivanom opsegu koncentracija do 150 pg/mL, Sto je najverovatnije posledica slabe rastvorljivosti ovih
jedinjenja u vodenim/puferskim sistemima.

Pri neutralizaciji OH radikala, u testu sa 2-deoksi-D-ribozom kao supstratom, najpotentniji su bili ekstrakti
herbe vrste R. patientia (ICsy od 67,5 do 130 pg/ml) i vrste Polygonum maritimum (66,2 pg/mL), kao §to je
prikazano na histrogramima (Slika 4-46). Medutim, ove aktivnosti su bile slabije od aktivnosti standarda PG

Samo herbe Fagopyrum esculentum, Rumex crispus i Persicaria maculosa pokazuju znatno bolju aktivnost
od odgovarajucih rizoma, dok kod ostalih vrsta izmedu aktivnosti ekstrakta herbi i rizoma nema znacajne
razlike. Takode, interesantno je da se na osnovu aktivnosti neutralizacije OH radikala u okviru podroda
Rumex mogu jasno izdvojiti dve grupe: sa jedne strane su vrste R. patietnia i R. crisups sa znatno boljom
aktivnoS¢u od vrsta R. obtusifolius, R. balcanicus i R. alpinus.

Na histogramu (Slika 4-47), prikazane su koncentracije pri kojima se postize 50% inhibicije nastanka
malonildialdehida iz polinezasi¢enih masnih kiselina.
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Najpotentniji inhibitori lipidne peroksidacije bili su ekstrakt herbe Polygonum maritimum (IC5,=6,0 pg/mL) i
rizom R. crispus (IC5=8,26 pg/mL). Znacajnu aktivnosti u ovom testu pokazuju i rizomi vrsta R. balcanicus
1 R. alpinus. Znatno bolju sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije ispoljavaju ekstrakti rizoma vrste
Bistorta officinalis u odnosu na odgovarajuce uzorke herbi (ICs50=24,7 vs 96,4 ng/mL). Nasuprot tome, herbe
vrsta P. hydropiper i P. maculosa roda Persicaria, i ekstrakt herbe Fagopyrum esculentum, imaju do tri puta
vecu aktivnost u odnosu na ekstrakte rizoma. Kod ostalih vrsta, odnos aktivnosti ekstrakata nadzemnih i
podzemnih delova biljaka bio je izuzetno sli¢an.

Takode, iako filogenetski bliske, podvrste Rumex acetosella subsp. multifidus i Rumex acetosella subsp.
acetoselloides se znaCajno razlikuju po potencijalu inhibicije lipidne peroksidacije.

Kao referentne supstance u ovom testu takode su korisc¢eni standardni rastvori BHT, BHA i PG. Postignute
su slede¢e vrednosti: ICs5(BHT)=0,50 pg/ml, ICso(BHA)=0,70 pg/ml, a za PG standard dostignuta je
maksimalna inhibicija od 37% pri najvecoj ispitanoj koncentraciji od 3,12 pg/ml.

U pogledu redukcione sposobnosti pripremljenih ekstrakata ispitane primenom FRAP festa, na osnovu
rezultata prikazanih na histogramu (Slika 4-48) najveé¢i redoks kapacitet pokazuju ekstrakti herbe vrste
Rumex patientia (755-1098 mg eqAA/g SE), kao i ekstrakti herbe i rizoma vrste Polygonum maritimum (689
1726 mg eqAA/g SE, respektivno), nasuprot ostalim vrstama ciji redoks kapacitet iznosi od 65 do 582 mg
eqAA/g SE. Iako postoje izvesne varijacije, vecina ekstrakata pokazuje redoks kapacitet iznad 250 mg
eqAA/g SE, sto predstavlja desetostruko veéi potencijal redukcije od standardnog BHT, 25,3 mg eqAA/g SE
(Beara i sar., 2014).
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Slika 4-42 Potencijal neutralizacije DPPH radikala (ICsy vrednosti) ekstrakata herbi (a) i rizoma (b) sa lokalitetom (01-47) sa obelezenim kojeg potice biljni materijal. Oznake ispitivanih vrsta:
podroda Rumex: pat — R. patientia; cri — R. crispu; obt — R. obtusifolius, bal — R. balcanicus, alp — R. alpinus; podroda Acetosa: ac — R. acetosa; podroda Acetosella: all — R. acetosella subsp.
acetoselloides, allM — R. acetosella subsp. multifidus; roda Polygonum: avi — P. aviculare, mar — P. maritimum; roda Bistorta: bis — Bistorta officinalis, roda Persicaria: amp — P. amphibia, hyd — P.

hydropiper, lap — P. lapathifolia, per — P. maculosa; roda Fagopyrum: esc — F. esculentum.

117



Emilija Svirev

1200 rod Rumex rod Polygonum sensu lato
DPPH test, AAI
a) < —|—
10,00
podrod Rumex podrod podrod Acetosella rod Polygo.num .rod rod Persicaria rod
Acetosa (sensu stricto) Bistorta
8,00
7.06
6,00
427
386388 .-
3.0
095103116

DPPH test, AAI,

10,00 9.68

1
@
2

IR I IR IS PV IS IS U N FIEFIFTFIS IS P T F IR FI T P
R RTRTRTRTNT RTINS N SR IO S A

Slika 4-43 Potencijal neutralizacije DPPH radikala (AAI vrednosti) ekstrakata herbi (a) i rizoma (b) sa obeleZenim lokalitetom (01-47) sa kojeg potice biljni materijal. Oznake ispitivanih vrsta:
podroda Rumex: pat — R. patientia; cri — R. crispu; obt — R. obtusifolius, bal — R. balcanicus, alp — R. alpinus; podroda Acetosa: ac — R. acetosa; podroda Acetosella: all — R. acetosella subsp.

acetoselloides, allM — R. acetosella subsp. multifidus; roda Polygonum: avi — P. aviculare, mar — P. maritimum; roda Bistorta: bis — Bistorta officinalis, roda Persicaria: amp — P. amphibia, hyd — P.
hydropiper, lap — P. lapathifolia, per — P. maculosa; roda Fagopyrum: esc — F. esculentum.
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Slika 4-44 Potencijal neutralizacije SOA radikala (ICsy vrednosti) ekstrakata herbi (a) i rizoma (b) sa obeleZenim lokalitetom (01-47) sa kojeg potice biljni materijal. Oznake ispitivanih vrsta: podroda
Rumex: pat — R. patientia; cri — R. crispu; obt — R. obtusifolius, bal — R. balcanicus, alp — R. alpinus; podroda Acetosa: ac — R. acetosa; podroda Acetosella: all — R. acetosella subsp. acetoselloides,
allM — R. acetosella subsp. multifidus; roda Polygonum: avi — P. aviculare, mar — P. maritimum; roda Bistorta: bis — Bistorta officinalis, roda Persicaria: amp — P. amphibia, hyd — P. hydropiper, lap
— P. lapathifolia, per — P. maculosa; roda Fagopyrum: esc — F. esculentum.
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Slika 4-45 Potencijal neutralizacije NO radikala (ICs, vrednosti) ekstrakata herbi (a) i rizoma (b) sa obeleZenim lokalitetom (01-47) sa kojeg potice biljni materijal. Oznake ispitivanih vrsta: podroda
Rumex: pat — R. patientia; cri — R. crispu; obt — R. obtusifolius, bal — R. balcanicus, alp — R. alpinus; podroda Acetosa: ac — R. acetosa; podroda Acetosella: all — R. acetosella subsp. acetoselloides,
allM - R. acetosella subsp. multifidus; roda Polygonum: avi — P. aviculare, mar — P. maritimum; roda Bistorta: bis — Bistorta officinalis, roda Persicaria: amp — P. amphibia, hyd — P. hydropiper, lap —
P. lapathifolia, per — P. maculosa; roda Fagopyrum: esc — F. esculentum.
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Slika 4-46 Potencijal neutralizacije OH radikala (ICsy vrednosti) ekstrakata herbi (a) i rizoma (b) sa obeleZenim lokalitetom (01-47) sa kojeg potice biljni materijal. Oznake ispitivanih vrsta: podroda
Rumex: pat — R. patientia; cri — R. crispu; obt — R. obtusifolius, bal — R. balcanicus, alp — R. alpinus; podroda Acetosa: ac — R. acetosa; podroda Acetosella: all — R. acetosella subsp. acetoselloides,
allM — R. acetosella subsp. multifidus; roda Polygonum: avi — P. aviculare, mar — P. maritimum; roda Bistorta: bis — Bistorta officinalis, roda Persicaria: amp — P. amphibia, hyd — P. hydropiper, lap
— P. lapathifolia, per — P. maculosa; roda Fagopyrum: esc — F. esculentum.
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Slika 4-47 Potencijal inhibicije lipidne peroksidacije (ICsy vrednosti) ekstrakata herbi (a) i rizoma (b) sa obeleZenim lokalitetom (01-47) sa kojeg potice biljni materijal. Oznake ispitivanih vrsta:
podroda Rumex: pat — R. patientia; cri — R. crispu; obt — R. obtusifolius, bal — R. balcanicus, alp — R. alpinus; podroda Acetosa: ac — R. acetosa; podroda Acetosella: all — R. acetosella subsp.
acetoselloides, allM — R. acetosella subsp. multifidus; roda Polygonum: avi — P. aviculare, mar — P. maritimum; roda Bistorta: bis — Bistorta officinalis, roda Persicaria: amp — P. amphibia, hyd — P.

hydropiper, lap — P. lapathifolia, per — P. maculosa; roda Fagopyrum: esc — F. esculentum.
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Slika 4-48 Redoks kapacitet ekstrakata, odreden FRAP testom: ekstrakata herbi (a) i rizoma (b) sa obeleZenim lokalitetom (01-47) sa kojeg potice biljni materijal. Oznake ispitivanih vrsta: podroda
Rumex: pat — R. patientia; cri — R. crispu; obt — R. obtusifolius, bal — R. balcanicus, alp — R. alpinus; podroda Acetosa: ac — R. acetosa; podroda Acetosella: all = R. acetosella subsp. acetoselloides,
allM — R. acetosella subsp. multifidus; roda Polygonum: avi — P. aviculare, mar — P. maritimum; roda Bistorta: bis — Bistorta officinalis, roda Persicaria: amp — P. amphibia, hyd — P. hydropiper, lap
— P. lapathifolia, per — P. maculosa; roda Fagopyrum: esc — F. esculentum.
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U cilju procene vrste koja pokazuje najpotentniju antioksidantnu aktivnost, uradena je PCA analiza rezultata
dobijenih u Sest razlicitih antioksidantnih testova (Slika 4-49).

Ova analiza ukazuje da su ekstrakti herbi Rumex patientia, Cija se sva Cetiri uzorka jasno grupisu, i
Polygonum maritimum ispoljali najbolju ukupnu antioksidantu aktivnost. Jasnom izdvajanju ove dve vrste
najviSe doprinosi njihov izuzetno visok redoks potencijal ispoljen u FRAP testu (razdvajanje po prvoj
komponenti PC1, koja doprinosi ukupnoj varijansi 70,3%). lako se u prikazanom biplotu po PC1 i PC2 ne
moZe jasno uociti, dalja analiza koja ukljucuje PC3-6 (ostali testovi koji imaju nizak doprinos ukupnoj
varijansi) potvrduje da ekstrakti ovih vrsta imaju najve¢i antioksidantni potencijal u grupi ispitivanih herbi
podfamilije Polygonoideae.
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1/IC50(DPPH) 0.39057 091916  -0.034475 -0.032902 0.018047 0.0017722 1 70.259

1/IC50(SOA) 0.062712  -0.001215 0.95362  -0.29423  -0.009955 -0.0006948 2 27.29
1/IC50(NO) 0.013883  -0.022478  0.026892  0.056588 0.98117 0.18076 3 1.8633
1/IC50(OH) 0.0084542 6.37E-06  0.010951 0.041191  -0.18371 0.98202 4 0.55918
1/IC50(LP) 0.053432 0.0234 028975  0.95233 -0.053213  -0.053591 5 0.02371
geqAA/gSE 0.91673 -0.39255  -0.067943 -0.022599 -0.017071 -0.0093774 6 0.004444

Slika 4-49 PCA ukupne antioksidantne aktivnosti ispitanih herbi podfamilije Polygonoideae

Takode, uradena je i PCA analiza rezultata antioksidantne aktivnosti Sest primenjenih antioksidantnih testova
za ekstrakte rizoma (Slika 4-50). Na biplotu po PC1 (DPPH test, 88,9% ukupne varijanse) i PC2 (FRAP,
7,6% ukupne varijanse) jasno je uocljivo odvajanje rizoma P. maritimum, §to ukazuje da ovaj uzorak
ispoljava najjacu ukupnu antioksidantnu aktivnost unutar grupe ekstrakata rizoma.
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1/IC50(SOA) 0.054633 0.20887 0.95603 0.19729  0.021738 -0.0030312 2 7.5806
1/IC50(NO) -0.001473  0.0028506  -0.021832 -0.004289 0.99234 0.12147 3 24112
1/IC50(OH) 0.0020135 -0.0018139  0.0066282 -0.002135  -0.12135 0.99258 4 1.0816
1/IC50(LP) 0.021866  -0.020865 -0.19882  0.97957 -0.000452 0.0032965 5 0.027852
geqAA/gSE 0.47442 0.85498 -0.20667 -0.034332 -0.006582 0.0011016 6 0.0083815

Slika 4-50 PCA ukupne antioksidantne aktivnosti ispitanih rizoma podfamilije Polygonoideae

Uopsteno, pored rezultata koji potvrduju antioksidantni potencijal prethodno ispitivanih vrsta (Poglavije
2.3.6) prikazuju pregled antioksidantne aktivnosti ostvarene razliCitim mehanizmima delovanja i ukazuju na
znacajnu antioksidantnu aktivnost ispitivanih herbi i rizoma, izuzetan doprinos ispitivanja izvrSenih u okviru
ove doktorske disertacije predstavlja i procena antioksidantnog potencijala herbi i rizoma vrsta Rumex
balcanicus, Bistorta officinalis, Persicaria amphibia 1 Persicaria maculosa, koji do sada, po dostupnoj
literaturi, nije verifikovan.

4.2.1.1.1 Korelacija antioksidantne aktivnosti i taksonomskih grupa

Na dijagramu antioksidantne aktivnosti ekstrakata herbi vrsta roda Rumex (Slika 4-51), dobijenog PCA
analizom, jasno se uocava grupisanje podrodova Acetosa 1 Acetosella sa jedne strane, i podroda Rumex sa
druge. Na osnovu PC1 (DPPH test), uoCava se da su vrste podroda Rumex znatno aktivnije. U okviru
podroda Rumex najvece odvajanje je uoceno pri neutralizaciji superoksid anjona (PC3), pri ¢emu je
dominantna aktivnost herbe R. patientia.
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Slika 4-51 PCA antioksidantne aktivnosti herbi roda Rumex

Sa druge strane, najveca diferencija izmedu podrodova Acetosa i Acetosella uocava se na osnovu PC4, tj.
aktivnosti u NO testu (Slika 4-52).
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Component 4
Slika 4-52 PCA antioksidantne aktivnosti herbi podrodova Acetosa i Acetosella

U okviru prvobitnog roda Polygonum sensu lato, na osnovu PCA analize antioksidantne aktvinosti ekstrakata
herbi, najveéi doprinos razdvajanju potice takode od ispoljene aktivnosti u FRAP i DPPH testu (PC1 61,1% i
PC2 34,7%, respektivno; (Slika 4-53). U ovom slucaju, nije uoCena jasna razlika izmedu uzoraka ekstrakata

126



Doktorska disertacija

herbi grupisanih prema novoj klasifikaciji rodova (Polygonum, Bistorta, Persicaria, Fagopyrum). 1zvesno
odvajanje vrste Polygonum maritimum od P. aviculare posledica je visokog redoks kapaciteta P. maritimum,
dok je visoka aktivnosti Fagopyrum escultenum ispoljena u DPPH testu uslovila njegovo izdvajanje.
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Slika 4-53 6 PCA antioksidantne aktivnosti herbi roda Polygonum sensu lato (po PC1 i PC2)

Takode, izvesno grupisanje vrsta Periscaria hydropiper, uocljiivo je na PCA dijagramu po PC2 i PC3 (Slika
4-54), §to je prouzrokovano snaznom superoksid anjon skevindZer aktinosti (PC2) i inhibicijom lipidne
peroksidacije (PC3).
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Slika 4-54 PCA antioksidantne aktivnosti herbi roda Polygonum sensu lato (po PC2 i PC3)

Nasuprot PCA analizi antioksidantne aktivnosti herbi, na prikazanim dijagramima PCA analize uzoraka
rizoma roda Rumex (PC1 90,8% (DPPH ); PC2 5,2% (SOA); PC3 2,3% (FRAP), Slika 4-55 i rizoma roda
Polygonum sensu lato (PC1 86,6% (DPPH); PC2 11,1% (FRAP); PC3 1,6% (SOA), Slika 4-56 ne uocava se
znacajno grupisanje taksonomskih grupa u zavisnosti od antioksidantne aktivnosti.
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Slika 4-55 PCA antioksidantne aktivnosti rizoma roda Rumex
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Slika 4-56 PCA antioksidantne aktivnosti rizoma roda roda Polygonum sensu lato

Korelacija antioksidantne aktivnosti i sadrZaja ukupnih fenola i flavonoida

korelacije utvrdenog antioksidantnog potencijala ispitanih vrsta i sadrzaja ukupnih fenola i
flavonoida, za koje se smatra da su glavni nosioci antioksidantne aktivnosti biljnih ekstrakata, izraunati su
korelacioni faktori (R*) primenom regresione analize (Tabela 4-3). U pogledu antioksidantne aktivnosti
antrahinona, rezultati na u DPPH testu (rezultati nisu prikazani) su pokazali da dantron ne ispoljava
antioksidantu aktivnost, pa rezultate sadrzaja ukupnih antrahinonskih jedinjenja nismo korelisali sa
rezultatima dobijenim u testovima antioksidantne aktivnosti.

Tabela 4-3 Korelacioni faktori antioksidantne aktivnosti i sadriaja ukupnih fenola i flavonoida

biljna vrsta / R DPPH SOA NO OH LP FRAP
Rod Rumex 02371 0,1920 0,2376 0,4634 0,4110 0,8945
podrod Rumex 0,0451 0,5851 0,2966 0,5519 0,5100 0,8200
podrod Acetosa 09880 02423 0,0352 0,0005 0,0622
podrod Acetosella Fenoli 0,8110 0,1495 0,6202 0,0701 0,1037 0,8371
Rod Polygonum 0,8602 0,4603 0,3551 0,6770 0,8502
Rod Bistorta 0,1233 0,7426 0,0000 0,5559
£ | Rod Persicaria 0,2564 0,3489 0,1970 0,0713 0,1401 0,6455
£ | Rod Rumex 0,1266 0,0764 0,0286 0,0068 0,0577 0,0468
podrod Rumex 0,3792 0,2663 0,1544 0,1100 0,0697 0,2978
podrod Acetosa E_ 0,7117 0,1107 _E
podrod Acetosella | Flavonoidi 0,5900 0,0265 0,7740 0,5616 0,2727 0,1241
Rod Polygonum 0,2382 0,0007 0,0366 0,1812 0,0000 0,2500
Rod Bistorta 0,0637 0,8591 0,0000 0,0000 0,6068 0,8690
Rod Persicaria 0,1821 0,1991 0,0560 0,0060 0,0820 0,1638
£ | Rod Rumex 0,7285 0,0201 0,1237 0,5908 0,0706 0,6369
= podrod Rumex |  Fenoli 0,3706 0,0077 0,3648 0,3042 0,4670 0,3237
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biljna vrsta / R? DPPH SOA NO OH LP FRAP
podrod Acetosa 0,5697 0,0081 0,0031 0,6944 0,0123

podrod Acetosella Fenoli 0,8560 0,0418 0,0000 0,6241 0,4441 0,6961

Rod Polygonum 0,7973 0,0703 0,0079 0,2673 0,2921 0,8879

Rod Bistorta 0,0550 0,0000 0,0000 0,1197 0,0000 0,0000

Rod Persicaria 0,2198 0,1019 0,0000 0,0353 0,3235 0,8387

Rod Rumex 0,0112 0,0277 0,0017 0,0160 0,0167 0,0016

podrod Rumex 0,0470 0,0361 0,1170 0,0004 0,1261 0,0146

podrod Acetosa 0,0307 0,0231 0,2496 0,8028 0,0000 0,1024

podrod Acetosella | Flavonoidi 0,8084 0,0277 0,6092 0,0000 0,0000 0,0000

Rod Polygonum 0,1874 0,1106 0,0484 0,0000 0,0458 0,2910

Rod Bistorta 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Rod Persicaria 0,0029 0,0054 0,0300 0,0000 0,0024 0,0706

Uopsteno, visok stepen korelacije uo¢ava se izmedu sadrzaja ukupnih fenola i redukcionog potencijala herbi
kod svih ispitanih rodova (R2>0,82), izuzev roda Persicaria koji je imao neSto niZi faktor (R2=0,65), Sto
ukazuje na to da pri neutralizaciji slobodnih radikalskih vrsta, kada se ona odvija po redukcionom
mehanizmu, fenolna jedinjenja u ovom slucaju imaju klju¢nu ulogu. Takode, pri transferu elektrona (DPPH
test) fenolna jedinjenja, na osnovu visokog korelacionog faktora, mogu biti nosioci aktivnosti herbi i rizoma
podrodova Acetosa i Acetosella, §to ih jasno odvaja od podroda Rumex u okviru samog roda Rumex. U
ostalim testovima, primeceni su izvesni visoki korelacioni faktori antioksidantne aktivnosti nekih rodova i
sadrzaja fenola ili flavonoida, kao na primer kod herbe roda Polygonum — fenoli (SOA), Bistorta — fenoli
(SOA) 1 Bistorta — flavonoidi (FRAP), podroda Acetosa — flavonoidi (SOA, LP), ili kod rizoma podroda
Acetosa — fenoli (FRAP), podroda Acetosella —fenoli (DPPH), roda Polygonum- fenoli (DPPH, FRAP),
podroda Acetosa — flavonoidi (OH) i podroda Acetosella — flavonoidi (DPPH). Medutim, kako u veéini
analiza nema karakteristicne pravilnosti u ispoljavanju visokih korelacionih faktora unutar rodova i
podrodova, dobijeni rezultati, sa jedne strane, ukazuju da postoji visoki stepen razlike u hemijskom sastavu
ispitanih vrsta istog roda, Sto je dodatna potvrda rezultata dobijenih karakterizacijom fenolnog profila
(Poglavlje 4.1). Sa druge strane, niski korelacioni faktori ukazuju da na ispoljenu aktivnost uticu i druge
klase jedinjenja sa antioksidantnom aktivnosti (npr. vitamin C, vitamin K, karotenoidi), koje, po literaturnim
podacima (Poglavije 2.2), takode mogu biti prisutne u ispitivanim vrstama.

4.2.2 ANTIINFLAMATORNA AKTIVNOST

Detekcija i kvantifikacija eikozanoidnih jedinjenja (metabolita arahidonske kiseline: 12-HHT, 12-HETE,
PGE2, PGF2a i TXB2) u ovom doktorskoj disertaciji, vrSena je te€nom hromatografijom visoke moci
razdvajanja sa tandemskim masenim detektorom (LC-MS/MS). Iz dobijenih hromatograma, ocitane su
povrsine pikova, Sto je tabelarno prikazano u prilogu (Poglavije 8.8). 1z ovih rezultata izraCunate su
koncentracije =~ metabolita ~u  odnosu na  koncentraciju  internog  standarda  (PGB2)
(RR etabotita=Cetabolita’ CpoB2=Ametabolita/ Apgr2; RR-Response Ratio, odnos povrSine pika metabolita i povrSine
pika internog standarda). Za potrebe diskusije dobijenih rezultata, konstruisana su tri tipa grafika:

a) Zavisnost RR metabolita u korekcijama (probe u koje nije dodat kalcimicin) od koncentracije ekstrakta.
Kalcimicin se koristi za aktivaciju PLA i time izdvajanje arahidonske kiseline iz fosfolipida celijske
membrane, ¢ime je aktiviran metabolic¢ki put njene razgradnje;

b) Zavisnost RR' metabolita u radnim probama (vrednost RR metabolita korigovanu za vrednost RR u
korekcijama) od koncentracije ekstrakta; i

¢) Zavisnost procenta inhibicije produkcije metabolita od koncentracije ekstrakta.

Svi konstruisani grafici prikazani su u prilogu (Poglavlje 8.8). Grafici a) pruzaju informacije o tome da li
jedinjenja prisutna u ekstraktu mogu zapoceti metaboliCku kaskadu arahidonske kiseline i u odsustvu
kalcimicina. Za metabolit PGF,, nije bilo moguce konstruisati krive inhibicije, zbog odsustva ovog
metabolita u kontroli. Medutim, primeceno je (sa grafika, ») da njegova koncentracija u prisustvu nekih
ekstrakata raste sa porastom njihove koncentracije. Takvi rezultati ukazuju na to da metabolic¢ki put koji
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ukljucuje enzime COX-1 i PGES nije inhibiran. Ako se u prisustvu istih tih ekstrakata pokazalo smanjenje
koncentracije metabolita 12-HHT i TXB,, moZe se govoriti o eventualnom uticaju ekstrakata na inhibiciju
enzima TXS.

4.2.2.1 Inhibicija produkcije 12-HHT, TXB, i PGE, (COX-1 put metabolizma arahidonske
kiseline)

Analizom zavisnosti potencijala inhibicije produkcije metabolita u COX-1 putu metabolizma arahidonske
kiseline, vrsta roda Rumex uoCava se da su uzorci rizoma vrsta R. crispus, R. acetosella, R. acetosa i R.
patientia, kao i herbe R. patientia, pokazali dozno-zavisnu inhibiciju produkcije 12-HHT, TXB, i PGE,.
Produkcija malih koli¢ina PGE,, umerenih koli¢ina 12-HHT i visokih koncentracija (uporedivih sa
koncentracijama u kontrolama) TXB, u kontrolnim uzorcima bez induktora inflamacije, ukazuje na
aktivaciju fosfolipaze A od strane ekstrakta u odsustvu kalcimicina. Cinjenica da je u istim uzorcima uoéena
i produkcija 12-HETE ide u prilog pretpostavci o aktivaciji PLA. Kod 12-HHT i kod TXB, sinteza u
korekcijama pokazuje zavisnost oblika zvona, Sto ukazuje na inhibiciju COX-1 i/ili TXS pri viSim
koncentracijama. Niska koncentracija PGE, 1 PGF,, implicira i mogucu inhibiciju PGES ve¢ pri niskim
koncentracijama. Izuzetak u ovoj grupi je rizom R. crispus, kod koga se uo€ava znacajna produkcija PGE,
metabolita, Sto se odraZava i na krivoj inhibicije (pri visokim koncentracijama vrednosti postaju negativne).
Kod uzoraka herbe (osim R. patientia) i rizoma R. balcanicus 1 R. obtusifolius je uocena i inhibicija TXS
grane COX-1 puta. U korekcijama nije uocena sinteza 12-HHT i TXB,. Visoka koncentracija PGE, kod
rizoma R. balcanicus i R. obtusifolius i herbe R. crispus, i umerena kod herbe R. balcanicus, impliciraju da je
inhibirana TXS, a ne COX-1. Posledica aktivirane sinteze PGE, su odstupanja oblika krive inhibicije za ovaj
metabolit od uobicajene hiperboli¢ne zavisnosti.

Kod vecine ekstrakata herbi i rizoma vrsta roda Polygonum sensu lato, produkcija ovih metabolita nije
izmerena u korekcijama, odnosno sami ekstrakti ne indukuju nastajanje proizvoda COX-1 puta metabolicke
grane arahidonske kiseline u odsustvu kalcimicina. Medutim, kod ekstrakata rizoma Polygonum aviculare i
ekstrakta herbe P. maritimum, kriva RRy; = f (c;) ima oblik zvona, §to ukazuje na indukciju sinteze 12-HHT i
TXB, proizvoda pri niskim koncentracijama ekstrakata, i inhibiciju kao dominantan faktor pri visokim
koncentracijma ekstrakata. Sli¢an efekat je primecen i kod ekstrakata rizoma Bistorta officinalis i herbe
Fagopyrum esculentum, samo u manjoj meri. U ekstraktu rizoma vrste Polygonum maritimum primecuje se
dozno zavisno povecanje koncentracije 12-HHT i narocito TXB, metabolita u korekcijama, zbog ¢ega se ne
postize 100%-tna inhbicija produkcije TXB,. Cinjenica da se ova dva produkta enzima tromboksan sintaze
sintetiSu, a produkti PGES-grane - PGE, i PGF,, - ne, ukazuje na aktivan TXS i inaktivan/inhibiran PGES
enzim.
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Slika 4-57 Koncentracija ekstrakata herbi (a) i rizoma (b) pri kojima se postiZe 50% inhibicije (ICsy vrednosti) produkcije 12-HHT, TXB, i PGE, proizvoda COX-1 puta metabolizma arahidonske

kiseline. Stubici sa vrednoscu 8, oznacavaju da u ispitanom opsegu koncentracija nije postignuto 50% inhibicije.
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U pogledu inhibicije nastajanja 12-HHT najpotentniji su bili ekstrakt rizoma vrste R. balcanicus (I1Cso= 0,04
mg/mL) i ekstrakt herbe P. lapathifolium (IC5,=0,06 mg/mL), (Slika 4-57). Najpotentniju inhibiciju nastanka
TXB, pokazao je takode ekstrakt herbe P. lapathifolium (IC50=0,06 mg/mL), dok su produkciju PGE,
najbolje inhibirali ekstrakti rizoma vrsta R. acetosella subsp. multifidus 1 R. acetosa (I1C5=0,36 mg/mL i
0,37mg/mL).

Posmatrajuéi ekstrakte koji su pokazali najniZe ICs, vrednosti pri inhibiciji sva tri pratena metabolita (R.
patientia, Polygonum aviculare, P. maritimum, Persicaria hydropiper 1 rizomi R. acetosa i R. acetosella
subsp. multifidus, P. aviculare i P. maritimum), §to upucuje na selektivnu inhibiciju COX-1 enzima jasno se
1zdvajaju rizomi vrsta R. acetosa i R. acetosella. Shodno tome, dalja ispitivanja ovih ekstrakata bi trebala da
idu u smeru pronalaZenja indentifikacije biomolekula — nosioca ove aktivnosti, odnosno proucavanja
mehanizma njihovog delovanja. Takode, dalja ispitivanja ovih uzoraka mogla bi biti usmerena i ka
odredivanju antikancerogene aktivnosti jer, iako je COX-1 konstitutivni enzim postoje navodi o povecanoj
ekspresiji ovog enzima u ¢elijama epitelnog kancera ovarijuma, dojke, kolona, pluca i prostate.

Na osnovu prikazanih ICs, vrednosti, ektrakti koji bi mogli biti predloZeni kao selektivni inhibitori
tromboksan sintaze (izuzetna inhbicija produkcije TXB, i slaba inhibicija produkcije PGE,), je ekstrakti
herbe vrste P. lapahtifolium, ali i velina ispitanih rizoma. Imajuéi u vidu da je TXA, snaZan inflamatorni
agens i snazan faktor agregacije trombocita, dalja ispitivanja ovih vrsta bi mogla, na primer, biti usmerena u
pravcu odredivanja njihovog uticaja na procese u kojima znacajnu ulogu ima agregacija trombocita (npr.
koagulacija krvi, ateroskleroza).

4.2.2.2 Inhibicija produkcije 12-HETE (12-LOX put metabolizma arahidonske kiseline)

Na osnovu dobijenih rezultata uticaja ekstrakata herbi i rizoma vrsta roda Rumex na 12-LOX put, uocava se
da uzorci herbi svih vrsta osim R. patientia, kao 1 rizomi R. balcanicus i R. obtusifolius, pokazuju dozno-
zavisnu inhibiciju produkcije 12-HETE. Kod preostalih uzoraka rizoma, kao i herbi vrste R. patientia,
uoceno je iz krivih RRy,=f(C) da dolazi do dozno-zavisnog povecanja koncentracije, odnosno do sinteze
12(S)-HETE c¢ak i u odsustvu kalcimicina, $to ukazuje na aktivaciju fosfolipaze A, pod dejstvom ekstrakta.
Pritom, kod rizoma R. acetosa i R. patientia, zahvaljuju¢i znacajnoj aktivaciji PLA pri visokim
koncentracijama ekstrakta, nije moguce posti¢i 100 %-tnu inhibiciju sinteze 12-HETE metabolita (kod R.
acetosa kriva formira plato na I=60 %, a kod R. patientia kriva ima oblik zvona, sa maksimumom na =90
%). Kod rizoma R. acetosella, R. crispus 1 herbe R. patientia, sinteza 12-HETE je aktivirana ekstraktom u
manjoj meri, te inhibicija LOX pri viSim koncentracijama dolazi do izrazaja, Sto se odraZzava normalnom,
hiperboli¢nom krivom inhibicije i krivom RR,,=f(C) oblika zvona. Kod herbi R. crispus i R. obtusifolius
uoceno je da, pri niZim koncentracijama, inhibicija ima negativne vrednosti, odnosno stimulisana je sinteza
12-HETE.

Prema dobijenim rezultatima ispitanih 14 uzoraka ekstrakata herbi i rizma vrsta roda Polygonum sensu lato,
u odnosu na interferenciju jedinjenja prisutnih u ekstraktima sa LOX granom puta arahidonske kiseline,
moZe se izdvojiti nekoliko grupa aktivnosti. Kao prvo, kod svih ekstrakata herbi, uocava se ocekivana
hiperboli¢na zavisnost stepena inhibicije produkcije 12-HETE od koncentracije ekstrakta. Pri dovoljno
visokim koncentracijama ekstrakata postignuta je 100%-tna inhibicija, Sto ukazuje na to da jedinjenja
prisutna u ekstraktima herbi potpuno inhibiraju LOX granu metabolickog puta arahidonske kiseline. Do
inhibicije moZe do¢i na nivou PLA i/ili 12-LOX. Dalje, kod ekstrakta herbi Persicaria lapathifolia i u
manjoj i u manjoj meri Fagopyrum esculentum uocava se da u korekcijama (probe bez kalcimicina) dolazi
do dozno-zavisne produkcije metabolita COX grane, §to ukazuje na aktivan enzim PLA, ili na prisustvo
znaajnih koli¢ina slobodne arahidonske kiseline u trombocitima; pa je stoga i koncentracija 12-HETE
metabolita u slepoj probi vrlo visoka. Medutim, koncentracija 12-HETE metabolita opada sa porastom
koncentracije ekstrakata (u korekcijama). Konac¢no, kod svih ispitivanih ekstrakata rizoma u korekcijama
(uzorci bez kalcimicina) primecuje se porast koncentracije 12-HETE sa porastom koncentracije ekstrakta.
Usled toga u vecini slucajeva ne postiZze se 100%-tna inhibicija produkcije ovog metabolita.
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Slika 4-58 Koncentracija ekstrakata herbi (a) i rizoma (b) pri kojima se postize 50% inhibicije (ICs, vrednosti) produkcije 12-HETE
proizvoda 12-LOX puta metabolizma arahidonske kiseline

Na osnovu ocitanih ICs, vrednosti (Slika 4-58), primecuje se da vecina ispitanih ekstrakata predstavlja dobre
inhibitore 12-LOX puta i da su ekstrakti herbi (izuzev kod vrste R. balcanicus) pokazali ja¢u aktivnost u
odnosu na odgovarajuce rizome. Najefikasnijim su se pokazali ekstrakti herbe vrsta Persicaria lapathifolia
(IC50=0,04 mg/mL) koji ispoljava snaZniju aktivnost od standardnog rastvora kvercetina (IC5;=0,067 mg/mL)
i Polyogonum aviculare (1C5,=0,09 mg/mL).

Ovako dobre vrednosti 12-LOX aktivnosti u primenjenom in vitro sistemu ukazuju na mogucu upotrebu ovih
vrsta, na primer u tretmanu obolenja koZe kao §to je psorijaza (u ¢ijoj patogenezi znacajnu ulogu ima 12-
HETE metabolit (I. Schneider and Bucar 2005). Isto tako, znac¢ajan broj studija je ukazao na znacaj 12(S)-
HETE u olakSavanju formiranja metastaza tumora (Nie and Honn 2002), §to opravdava dalja ispitivanja
citotoksi¢nosti ovih ekstrakata na Celijskim linijama kancera.
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4.2.3 ANTIBAKTERIJSKA AKTIVNOST

U cilju dopunske karakterizacije bioloske aktivnosti ispitivanih ekstrakta u okviru ove doktorske disertacije
uraden i skrining antibakterijske aktivnosti odabranih ekstrakata herbi i rizoma na seriju gram pozitivnih i
gram negativnih bakterijskih sojeva, navedenih u tabeli (Tabela 4-4). lako ne spada u klasi¢ne testove za
ispitivanje antibakterijske aktivnosti (kao Sto je na primer disk difuzioni test) test u mikrotitar plo¢ama sa
resazurinom kao indikatorom rasta celija (uz fotometrijsku detekciju bakterijskog rasta) je odabran iz
nekoliko razloga. Sa jedne strane dobijeni rezultati se mogu kvantifikovati, a sa druge strane ovom metodom
se racionalizuje vreme i koli¢ina reagenasa i ispitivanog agensa, pa je pogodna za skrining velikog broja
uzoraka na veci broj bakterijskih sojeva (Habeeb et al, 2007). Dalje, ovom metodom se mogu odredivati i
MIC vrednosti (jer resazurin nije toksican agens), ali su u ovom radu prikazane samo izracunate Gls, (growth
inhibition) vrednosti, definisane kao koncentracije ekstrakata pri kojima se postize 50% inhibicije
bakterijskog rasta.

U eksperimentu je kori§¢en fotometar (Thermo Scientific), a iz vrednosti apsorbanci izmerenih na 570 nm i
600 nm, izraCunat je procenat rasta bakterija (G, %) u odsustvu i prisustvu 6 razliitih koncentracija
ekstrakata (kako je opisano u Poglaviju 3.6). Konstruisane su krive zavisnosti procenta rasta bakterija od
koncentracije ekstrakata, iz kojih su ocitavane Gls, vrednosti. Rezultati merenja apsorbanci, izracunate
vrednosti G (%) 1 odgovarajuéi grafici zavisnosti, prikazani su u Prilogu 8-7, a o€itane Gls, vrednosti
(mg/mL) su sumirane u tabeli (Tabela 4-4).

Na osnovu dobijenih rezultata uoCava se da svi ispitivani ekstrakti pokazuju antibakterijsku aktivnost, ali da
postoje izvesne razlike kako u pogledu selektivnosti prema ispitivanim sojevima, tako i izmedu ekstrakata
razlic¢itih vrsta, odnosno izmedu herbe i rizoma iste vrste. Sojevi gram negativnih bakterija koji su se
8739), dok su sojevi E.coli (SY252) i P. aeruginosa bili znatno rezistentniji. Sa druge strane, od ispitanih
sojeva gram pozitivnih bakterija, na dejstvo ekstrakata veci stepen osetljivosti ispoljili su sojevi S.
epidermidis i S. aureus dok su sojevi B. subtilis i L. innocua bili rezistentni na ve¢inu ispitanih ekstrakata.

Jako je antibakterijska aktivnosti vrsta podfamilije Polygonoideae ispitivana u znacajnoj meri (Poglavlje
2.3.6), i da je vecina dobijenih rezultata u naSim ispitivanjima u skladu sa prethodno publikovanim, kao
posebno zanimljiv rezultat moZe se izdvojiti snazana antibakterijska aktivnost herbi i rizoma R. balcanicus i
P. maritimum na sve ispitane sojeve i rizoma vrsta roda Rumex na E. coli ETCC 25922.

Najsiri spektar aktivnosti ispoljili su ekstrakti rizoma vrsta Rumex balcanicus 1 Polygonum maritimum,
spreCavajudi rast svih ispitivanih sojeva, dostizu¢i Gls, vrednosti u intervalu od 0,6 mg/mL (E. coli ATCC
25922) do 5,5 mg/mL za rezistentu L. innocua (ekstrakt rizoma R. balcanicus), odnosno od 1,7 mg/mL
(E.coli ATCC 8739) do 6,9 mg/mL za P. aeruginosa (ekstrakt rizoma P. maritimum). Herba vrste R.
balcanicus je takode ispoljila snazno dejstvo na sve ispitivane sojeve (izuzev P. aeruginosa), naroCito na E.
coli IpcA (sa najniZzom Glsy vrednosti svih ispitanih ekstrakata, Glso=1,0+0,1). Ekstrakt herbe P. maritimum
pokazao je Siroku i pri tome najsnaZzniju antibakterijsku aktivnost od svih ispitanih ekstrakata herbi i to
prema sojevima E. coli ATCC 25922 i ATCC 8739, kao i S. aureus i B. subtilis sa vrednostima Gls, od 1,2
mg/mL, 1,8 mg/mL, 1,5 mg/mL i 3,1 mg/mL, respektivno.

Znacajno bolju antibakterijsku aktivnosti prema soju E. coli ATCC 25922, pokazali su ekstrakti rizoma vrsta
roda Rumex (R. crispus, R. obtusifolius, R. balcanicus, R. acetosa i R. acetosella subsp. multifidus) sa
vrednostima Glsy niZim od 1 mg/mL.

Ako uporedimo hemijski sastav ispitivanih ekstrakata koji su prema rezultatima Gls, vrednosti pokazali
najsnazniju antibakterijsku aktivnost uocava se da, ekstrakti herbe i rizoma vrste P. maritimum sadrZe znatno
vecu koli¢inu galne kiseline (5,5 mg/g SE i 5,1 mg/g SE, respektivno), od ostalih ekstrakata i jedini sadrze
epigalokatehin-galat u koli¢inama od 3,7 mg/g SE i 1,2 mg/g SE (Tabela 4-1, Tabela 4-2).
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Tabela 4-4 Glsyvrednosti ekstrakata herbi (gornja polovina) i rizoma (donja polovina) ispitivanih vrsta podfamilije Polygonoideae, na 9 sojeva bakterija

. {- . . 1 Es?herichia IH-. . Esch‘g:ichia Pseu‘;f)lr{;onas Staph){l‘;-ccocus Staphy}f)-ccocus VIT- Ba.c f'llus .IX- .
ekstrakti / Glso (mg/mL) Esch;;’/lzcgl;a coli coélj f;;"ZCC Eizfll;zlrlcl:a coli ATCC e aurens ATCC ) p—— B ;g‘[glgggg .Llsterm
e 8739 ATCC 9027 25923 ATCC 12228 tnocud
Rumex patientia_ pat_02-(E118) >>8 3,0+43 75+1,5 40+4,3 34+4,1
Rumex crispus_cri_33 (E171) 6,7+04 1,2+0,7 6,6+1,0 1,2+0,9 0,7+0,1
Rumex obtusifolius_obt_35 (E173) 52+0,3 6,4+0,3 3,1+14 75 0,9 3,114
Rumex balcanicus_bal_34 (E172) 35+0,7 2,0+0,2 1,0£0,1 43+0,6 23+1,0 24+04 7,0 £0,1 5,0+£0,7
Rumex acetosa_ac_04 (E121) >>8 5.5 3,8+0,3 7,8 6,6 £0,5 4,7+0,7 6,9
Rumex acetosella subsp. multifidus_allM_40 (E187) 55+22 3,1+1,1 7,5+0,1 7,1+0,9 1,9+0,3
Polygonum aviculare_ avi_16 (E135) 6,3+1,7 7,7 6,0+0,1
Polygonum maritimum_mar_20 (E139) 1,2 49+14 1,8 0,6 6,6 £0,5 1,5+0,5 49+39 3,1+0,7 4,1+£0,3
Bistorta officinalis_bis_21 (E140) 7,7+0,3 72+0,2 74+0,2 72+0,9
Persicaria amphibia_amp_30 (E-149) 2,7+0,2 2,5+0,9 1,4+£0,1 24+0,3 32+0,1 7,8
Persicaria hydropiper_hyd_23 (E142) 75+0,1 2,4+0,3 52+1,7 2,2+0,1 3,2+0,9
Persicaria lapathifolia_lap_28 (E147) 2420 70+£0,9 2,1+0,6 7.8
Persicaria maculosa_mac_29 (E148) 1,8+0,1 6,5+04 7,0+0,1 2,6 +0,1 22+0,3
Fagopyrum esculetnum_esc_39 (E177) 6,3+1,0 2,1+0,7 7,6 £0,1 1,9+0,2 40+0,5
Rumex patientia _pat_02 (E083) 43 1,4+1,0 3,4 3,5 28+1,0
Rumex crispus _cri_33 (E179) 56+£23 0,5+0,5 34 1,2+£0,8 1,4 +£0,7 3.8 39
Rumex obtusifolius_obt_35 (E180) 73 0,5+0,5 7,1 36+38 1,3+£0,5
Rumex balcanicus_bal_34 (E189) 5,127 0,6 £0,1 37 47+1,5 3,1 2,1+£2,1 0,8+0,2 3,7 55+25
Rumex acetosa _ac_04 (E082) >>8 0,8+0,5 23+1,6 2.3
Rumex acetosella subsp. multifidus_allM_40 (E188) ~8 0,8 14+1.2 0,7
Polygonum aviculare _avi_16 (E099) 3,604 1,5+0,1 1,3+0,1 3,7+0,1 4,5+0,5
Polygonum maritimum _mar_20 (E103) 4,6 4,2 22+0,1 1,7+09 6,9 4,1 2.8 4,9 4,6
Bistorta officinalis_bis _bis_21 (E104) 6,6 £0,3 7,5+0,1 4,0+0,3 74+0,3 7,1
Persicaria hydropiper _hyd_23 (E109) 73+0,3 49+0,2 7,01 6,9 +0,1
Persicaria lapathifolia _28 (E115) 1,9+0,2 6,2+0,1 49+0,9 62+1,1 1,6 £0,5 27+14 7
Persicaria maculosa _mac_29 (E116) 1,4 +0,1 55+0,3 1,1 £0,2 44 +1,7
Fagopyrum esculentum_esc_39 (E183) 4,1 £0,2 6,4+0,8 3,6+0,2 4,1 +£0,5 4,0+0,5 3,8+04 4,2
dmso 3,7 1,5 1,3 3,5 3,7
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Od ispitanih sekundarnih metabolita u ekstraktima rizoma R. balcanicus ima epikatehina (3,5 mg/g SE),
zatim emodina (1,1 mg/g SE) i hrizofanola (1,3 mg/g SE), kao i 0,7 mg/g SE galne kiseline. Ekstrakt herbe
R. balcanicus, takode sadrzi znacajne koli¢ine galne kiseline (1,4 mg/g SE) i katehina (4,74 mg/g SE), ali i
derivate kvercetina i to rutin (15,5 mg/g SE), kvercitrin (18,4 mg/g) i izokvercitrin (2,0 mg/g SE). Medutim,
ako bismo pretpostavili da su rutin i kvercitrin nosioci antibakterijske aktivnosti, tada bi svakako ekstrakt
Fagopyrum esculentum ispoljio najbolju aktivnost, jer sadrZi ova dva metabolita u znacajno vecim
koli¢inama od svih ispitivanih ekstrakata, i to 120 mg/g SE rutina i 25,9 mg/g SE kvercitrina.

Grupu ekstrakata koja je ispoljila najbolju antibakterijsku aktivnost na soj E. coli (ATCC 25922) karakteriSe
visok sadrZaj katehina, epikatehina, kao 1 antrahinonskih struktura emodina i hrizofanola.

Da bi se utvdilo koji sekundarni biomolekuli su odgovorni za antibakterijsku aktivnost, potrebno je ispitati i
izolovana jedinjenja u istom testu, odnosno napraviti razli¢ite kombinacije sadrZaja ovih jedinjenja i utvrditi
da li postoji sinergisticki efekat. Prema rezultatima ove doktorske teze kao najpotentiniji kandidati za ovu
aktivnosti isticu se na primer galna kiselina, epigalokatehin galat, katehin i epikatehin kao i antrahinonska
jedinjenja emodin i hrizofanol.

Kona¢no, mozemo da zaklju¢imo da vrste podfamilije Polygonoideae, sa ispoljenom znacajnom
antibakterijskom aktivno$¢u sadrZze dobru kombinaciju sekundarnih metabolita, Sto opravdava brojna
istraZivanja u oblasti prirodnih antimikrobnih agenasa iz vrsta podfamilije Polygonoideae, ali i dalja
istraZivanja na tom polju.
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5. ZAKLJUCAK

U ovoj doktorskoj disertaciji prikazani su rezultati istraZivanja 15 vrsta biljaka koje pripadaju rodovima
podfamilije Polygonoideae, familije Polygonaceae, sakupljenih na teritoriji centralnog i zapadnog Balkana u
periodu od 2009-2011. godine. Sprovedena istraZivanja su se odvijala u dva pravca: fitohemijska i
biohemijsko-bioloSka ispitivanja. Predmet analiza bili su ekstrakti herbe i rizoma ispitivanih biljaka.

Fitohemijska ispitivanja obuhvatila su, pored spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola, ukupnih
flavonoida i ukupnih antrahinonskih jedinjenja, i odredivanje sadrzaja 51 komponente iz standardne smeSe
razlicitih klasa fenolnih jedinjenja LC-MS-MS metodom (te¢na hromatografija visoke mo¢i razdvajanja sa
tandemskim masenim detektorom), odnosno hromatografsko profilisanje (chromatographic fingerprinting)
LC-DAD-MS metodom (te¢na hromatografija visoke mo¢i razdvajanja sa DAD-MS detektorom), u
pripremljenim ekstraktima.

Na osnovu dobijenih rezultata, od svih ispitivanih uzoraka ekstrakata, po visokom sadrZaju ukupnih fenolnih
jedinjenja istiu se herbe vrste Rumex patientia i R. crispus, sa 499,6-694,1 mg eqGA/g SE, odnosno 525,8
mg eqGA/g SE, kao i vrsta Polygonum maritimum, ili morski troskot, koja je imala visok sadrZaj fenola
kako u herbi tako i u rizomu (483,3 1 424,7 mg eqGA/g SE).

Vrste Fagopyrum esculentum i1 Rumex acetosella subsp. acetoselloides su najbogatije po sadrZaju ukupnih
flavonoida i to u ekstraktima herbi (108,6 mg eqQ/g SE i 63,2-104,3 mg eqQ/g SE).

Po znatno viSem sadrZaju ukupnih antrahinona isti¢u se herbe vrsta Rumex patientia i R. crispus (41,8 + 12,7
mg eqD/g SE odnosno 52,5 mg eqD/g SE).

Rezultati kvantitativne LC-MS-MS analize 51 standardnog jedinjenja (iz klasa fenolnih kiselina i njihovih
derivata, fenilpropanoida, flavonoida razli¢itog stepena oksidacije i antrahinona) pokazuju da iako suma
kvantifikovanih metabolita ¢ini samo od 0,6% do 17,3% suvog ekstrakta herbi i od 0,2% do 8% suvih
ekstrakata rizoma, pojedina jedinjenja predstavljaju potencijalne hemotaksonomske markere na nivou
rodova, tribusa, pa ¢ak i na nivou podvrsta.

— dominantne karakteristike podvrste Rumex acetosella subsp. acetoselloides su: visok sadrZaj luteolin-7-
O-glukozida i apigenin-7-O-glukozida i slobodnih aglikona (luteolina i apigenina), ali i odsustvo
hiperozida i kvercitrina;

— dominantne karakteristike vrste Bistorta officinalis su visok sadrZaj 5-O-kafeoilhinske kiseline i cimetne
kiseline u rizomu;

— dominantne karakteristike podrodova Acetosa i Acetosella su prisustvo viteksina u znatnim koli¢inama u
herbi;

— vrsta Fagopyrum esculentum se izdvaja po znacajno veéem sadrZaju rutina i kvercetina u herbi, i $to je
joS izraZenije, po visokom sadrZaju rutina, kvercetin-3-O-galaktozida i kvercetin-3-O-glukozida u
rizomu, $to nije karakteristi¢no za ostalih 14 ispitanih vrsta podfamilije Polygonoideae.

— vrsta Rumex alpinus se izdvaja od ostalih vrsta podroda Rumex po znatno viSem sadrZaju emodina i
hrizofanola u rizomu, po izuzetno niskom sadrzaju katehina u herbi u odnosu na ostale ispitivane vrste,
ali i niskom sadrZaju hinske kiseline;

— epigalokatehin-galat, zbog ogranicene distribucije u okviru ispitivanih vrsta podfamilije Polygonoideae,
mogao bi biti marker za vrste Polygonum maritimum i Persicaria amphibia.

PCA (Principle components analysis) sadrzaja fenolnih jedinjenja u ekstraktima herbi, koja najviSe
doprinose razlikama izmedu taksonomskih grupa (odabran 21 metabolit), pokazuje da se vrsta Rumex
acetosella subsp. acetoselloides najviSe razlikuje od ostalih ispitanih vrsta po visokom sadrzaju luteolina,
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apigenina i njihovih 7-O-glukozida i niskom sadrZaju derivata kvercetina, podrod Rumex se odvaja od ostalih
ispitivanih vrsta po visokom sadrZaju emodina, hrizofanola, hiperozida, kao i flavan-3-ola, a vrste roda
Polygonum sensu lato se grupiSu i odvajaju od vrsta roda Rumex po visokom sadrZaju kvercetin-3-O-
glukozida, hlorogenske i galne kiseline.

Na osnovu PCA uzoraka dominantnih fenolnih komponenti rizoma svih ispitivanih vrsta uoCava se
grupisanje uzoraka prema taksonomskim grupama: podrod Rumex (visok sadZaj emodina i hrizofanola), rod
Polygonum 1 rod Bistorta (visok sadrzaj katehina), rod Rumex (visok sadrZaj epikatehina), rod Fagopyrum
(visok sadrZaj rutina), dok se vrste roda Persicaria grupiSu u zoni niskog sadrZaja ovih metabolita.

Rezultati kvalitativne LC-DAD-MS analize su pokazali da su vrste podfamilije Polygonoideae bogate
flavonoidnim jedinjenjima, i da postoji znacajna razlika u hemijskom sastavu izmedu vrsta roda Rumex i
vrsta roda Polygonum sensu lato. Obradom rezultata utvrdeno je da u okviru roda Rumex postoje znacajne
razlike izmedu podrodova Rumex, Acetosa i Acetosella. Vrste podroda Rumex karakteriSe prisustvo
znacajnih koli¢ina kvercetin-3-O-glukuronida, musizina i flavan-3-ola, dok je za vrste podrodova Acefosa i
Acetosella karakteristi¢no prisustvo C-glikozida luteolina i apigenina (narocito orijentina). Ova dva podroda
se medusobno razlikuju po tome $to je u vrsti R. acefosa znacajno veca koli¢ina acetilovanih derivata C-
glikozida. U okviru roda Polygonum sensu lato, pored derivata kvercetina znacajno je prisustvo i derivata
kemferola, a u pojedinim vrstama i miricetina i metilovanih derivata kvercetina. Rezultati scan analize vrsta
roda Persicaria su ukazali na to da bi u hemotaksonomske svrhe kod ovog roda trebalo koristiti derivate
kemferola (i to galoilovane derivate glikozida), kao i izomere ramnetina - ¢ime je objaSnjeno odsustvo
grupisanja ovih vrsta prilikom primene PCA na rezultate kvantitativne analize pojedinih fenolnih jedinjenja.

U cilju procene bioloskog potencijala odabranih vrsta podfamilije Polygonoideae, uradena je serija in vitro
ispitivanja, koja je obuhvatila ispitivanja antioksidantnog, antiinflamatornog i antibakterijskog potencijala
pripremljenih ekstrakata herbi i rizoma.

Procena antioksidantne efikasnosti ispitanih ekstrakata uradena je na viSe nivoa, primenom testova
zasnovanih na transferu elektrona (DPPH test, FRAP test), sposobnosti ,,hvatanja“ slobodnih radikala (HO',
0O,” (SOA) i NO radikal) i inhibiciji lipidne peroksidacije. PCA rezultati dobijeni u Sest navedenih
antioksidantnih testova pokazuju da su ekstrakti herbi Rumex patientia i Polygonum maritimum ispoljili
najbolju ukupnu antioksidantnu aktivnost.

Za odredivanje antiinflamatorne aktivnosti koriS¢en je in vitro sistem u kom je ispitivan potencijal
pripremljenih ekstrakata da inhibiraju nastajanje produkata metabolizma arahidonske kiseline nakon
indukcije inflamacije u humanim trombocitima. Detekcija i1 kvantifikacija produkata razgradnje arahidonske
kiseline koji nastaju ciklooksigenaznim putem i 12-lipoksigenaznim putem (12-HHT, PGE,, PGF,, i TXB, -
COX-1 put; 12-HETE - 12-LOX put), izvrSena je primenom LC-MS/MS tehnike.

Kao selektivni inhibitori COX-1 enzima, jasno se izdvajaju rizomi vrsta R. acetosa i R. acetosella, dostizuéi
pri najniZim primenjenim koncentracijama ICs, vrednosti inhibicije produkcije sva tri pra¢ena produkta
(TXB,, PGE i 12-HHT) ciklooksigenazne grane puta razgradnje arahidonske kiseline, dok bi kao selektivni
inhibitori tromboksan sintaze (izuzetna inhbicija produkcije TXB, i slaba inhibicija produkcije PGE,), mogli
biti predloZeni ekstrakt herbe vrste P. lapahtifolium, ali i ve€ina ispitanih ekstrakata rizoma.

Na osnovu utvrdenih ICs, vrednosti, primecuje se da vecina ispitanih ekstrakata predstavlja dobre inhibitore
12-LOX puta i da su ekstrakti herbi (izuzev kod vrste R. balcanicus) pokazali jacu aktivnost u odnosu na
odgovarajuce rizome. Najefikasnijim su se pokazali ekstrakti herbe vrsta Persicaria lapathifolia (1C5,=0,04
mg/mL) koji ispoljava snaZniju aktivnost od standardnog rastvora kvercetina (ICs,=0,067 mg/mL) i
Polygonum aviculare (1C5,=0,09 mg/mL).

U okviru ove doktorske disertacije, uraden je i skrining antibakterijske aktivnosti odabranih ekstrakata herbi i
rizoma na seriju gram pozitivnih i gram negativnih bakterijskih sojeva (Escherichia coli SY252, E. coli
ATCC 25922, E. coli IpcA, E. coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphyloccocus
aureus ATCC 25923, S. epidermidis ATCC 12228, Bacillus subtilis ATCC 6633, Listeria innocua), u
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mikrotitar plo¢ama uz fotometrijsku detekciju bakterijskog rasta u prisustvu resazurina. NajSiri spektar
antibakterijske aktivnosti ispoljili su ekstrakti rizoma vrsta Rumex balcanicus i Polygonum maritimum,
sprecavajudi rast svih ispitivanih sojeva. Herba vrste R. balcanicus je takode ispoljila snazno dejstvo na sve
ispitivane sojeve (izuzev P. aeruginosa), narocCito na E. coli IpcA. Ekstrakt herbe P. maritimum pokazao je
Siroku i pri tome najsnazniju antibakterijsku aktivnost od svih ispitanih ekstrakata herbi i to prema sojevima
E. coli ATCC 25922 i ATCC 8739, kao i S. aureus i B. subtilis. Zna€ajno bolju antibakterijsku aktivnost
prema soju E. coli ATCC 25922, pokazali su ekstrakti rizoma vrsta roda Rumex (R. crispus, R. obtusifolius,
R. balcanicus, R. acetosa i R. acetosella subsp. multifidus).

Sumarno, rezultati ove doktorske disertacije, koja je obuhvatala komparativnu hemijsku karakterizaciju i
odredivanje antioksidantne, antiinflamatorne i antibakterijske aktivnosti 15 odabranih vrsta podfamilije
Polygonoideae, znacajno doprinose boljem poznavanju ovih biljnih vrsta kao i njihovim medusobnim
odnosima. Poseban znacaj istraZivanja odnosi se na hemijsku i biohemijsku karakterizaciju vrsta kao Sto su
na primer P. maritimum, P. amphibia i R. balcanicus, koje do sada nisu ispitivane i o kojima nema dostupnih
literaturnih podataka. Takode, svi rezultati upucuju na visok potencijal primene ispitivanih vrsta kao
lekovitih agenasa i izvora prirodnih, bioloski aktivnih jedinjenja.

Ova doktorska disertacija takode ukazuje na potrebu daljih, prvenstveno fitohemijskih istraZivanja, koja
treba da doprinesu joS boljem razumevanju sloZenih filogenetskih odnosa vrsta i rodova u okviru ove
podfamilije. Takode, potrebna su i dalja biohemijska istraZivanja koja treba da ukaZu na mehanizme
delovanja biljnih ekstrakata i pojedinacnih supstanci odgovornih za njihove bioloSke aktivnosti. U cilju
terapijske primene ovih biljnih vrsta neophodna su ispitivanja njihove toksicnosti i zdravstvene bezbednosti.
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6. SUMMARY

One of the greatest challenges in modern medicine is finding an effective treatment of many acute and
chronic diseases as well as to resolve their etiology. Conventional medicine often faces failure in treatment
of one disease with one drug. That is why one of the aims of modern medicine is discovering new and
effective drugs, making the plant extracts, as complex mixtures of secondary metabolites which act
synergistically, an area of great interest to investigate. The current in vitro and in vivo studies of active plant
metabolites are based on scientific principles of modern pharmacology. The fact that the research on
medicinal plants and their extracts must meet all the legal norms that are applied to conventional drugs
makes this type of research very complex and the path to final medical plant product very long. On the other
hand, the significance of healthy diet and the concept of functional food (which, in addition to the nutritional
value, offers potential health benefits) are universally recognized today, thus resulting in special emphasis
given to the detailed chemical and biochemical investigations of those plants that are primarily used in
nutrition.

The literature review revealed that certain species of Polygonoideae subfamily (Polygonum bistorta,
Polygonum aviculare, Rumex acetosa, R. acetosella, R. crispus and R. patientia) have long been used in
traditional medicine in Italy, Bulgaria and Bosnia and Herzegovina (Leporatti and Ivancheva 2003;.Sari¢-
Kundali¢ et al. 2010), but many species have also been used in the diet. Certainly the best known species of
this genus is Fagopyrum esculentum (buckwheat), which is grown and used as a functional food. According
to Grli¢ (1986), large ground leaves of wild plants of the genus Rumex are used as delicious leafy vegetables.
Also, due to its strong, peppery taste, Persicaria hydropiper (“water pepper”) is widely used as a spice in
many Asian countries. However, there is no scientific report on chemical composition and biological
activities of some of the species of the subfamily Polygonoideae from our region.

Considering the fact that the members of family Polygonoideae are significant sources of plant phenols,
particularly flavonoids and anthraquinones which exert a variety of biological and pharmacological
activities, a hypothesis was carried out that these plant species could be of interest as potential therapeutic
agents. On the other hand, based on molecular data, a new tribal classification was suggested (Burke and
Sanchez, 2011; Sanchez et al. 2011), which elicited the need for detailed chemosystematic analysis of these
species.

Fifteen plant species were collected. According to the latest taxonomic classification, the collected species
can be divided into five different genera of the subfamily Polygonoideae:

- species of the genus Rumex grouped into three subgenera: (a) Rumex: R. patientia, R. crispus, R.
obtusifolius, R. balcanicus and R. alpinus; (b) Acetosa: R. acetosa; (c) Acetosella: R. acetosella (two
subspecies: subsp. acetoselloides and subsp. multifidus)

- species of the genus Polygonum: P. aviculare and P. maritimum

- species of the genus Bistorta: B. officinalis

- species of the genus Persicaria: P. amphibia, P. hydropiper, P. lapathifolia and P. maculosa

- species of the genus Fagopyrum: F. esculentum

The plant material was collected from eight broad regions of central and western Balkans (Fruska Gora and
territory of Novi Sad, central and southern Serbia, Macedonia and Montenegro.

Phytochemical characterization of prepared herbal and root ethanol extracts included spectrophotometric
determination of total phenolic, total flavonoid and total anthraquinone contents, quantification of 51
secondary metabolites by LC/MS/MS analysis and chromatographic fingerprinting by LC/DAD/MS
technique of prepared extracts.
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Highest content of total phenolic compounds was found in the herb extracts of Rumex patientia and Rumex
crispus species from 499.6 to 694.1 mg eqGA/g dw, and 525.8 mg eqGA/g dw respectively, while both herb
and rhizome extracts of Polygonum maritimum (sea knotgrass) had high content of phenolic compounds
(483.3 and 424.7 mg eqGA/g dw, respectively).

Herb extracts of Fagopyrum esculentum and Rumex acetosella subsp. acetoselloides species were richest in
total flavonoid content (108.6 mg eqQ/g dw and 63.2 to 104.3 mg eqQ/g dw, respectively). Herb extracts of
R. patientia and R. crispus species had highest total anthraquinone content (41.8 £ 12.7 mg eqD/g dw or 52.5
mg eqD/g dw, respectively). The results of quantitative LC-MS-MS analysis of the 51 standard compounds
(phenolic acids and derivatives, phenylpropanoids, flavonoids with different degrees of oxidation and
anthraquinones) showed that even though the amount of quantified metabolites ranged only from 0.6% to
17.3% of herb extract dry weight and from 0.2% to 8% of rhizome extract dry weight, certain compounds are
potential taxonomic markers at the level of genera, tribes, and even at the level of subspecies.

— main characteristics of Rumex acetosella subsp. acetoselloides species are: a high content of glucosides
luteolin-7-O-glucoside and apigenin-7-O-glucoside, aglycones luteolin and apigenin, as well as the
absence of hyperoside and quercitrin

— main characteristics of Bistorta officinalis species are: a high content of 5-O-caffeoylquinic acid and
cinnamic acid in the rhizome extracts

— main characteristics of Acetosa and Acetosella subgenera species are: a significant content of vitexin in
the herb, but this metabolite is also present in the species Fagopyrum esculentum

— Rumex alpinus species stands out from other species of the Rumex subgenus by a significantly higher
content of emodin and chrysophanol in the rhizome, by an extremely low content of catechins in herb
compared to other investigated species, as well as low quinic acid content

— epigallocatechin-gallate, due to its limited distribution within the investigated species of the subfamily
Polygonoideae, could be a taxonomic marker for Polygonum maritimum and Persicaria amphibia
species

Results of qualitative LC-DAD-MS analysis showed that the species of the subfamily Polygonoideae are rich
in flavonoid compounds, and that there is a significant difference in chemical composition between the genus
Rumex and Polygonum sensu lato. Within the genus Rumex there are significant differences between species
of subgenera Rumex, Acetosella and Acetosa. Subgenus Rumex is characterized by the presence of significant
amounts of quercetin-3-O-glucuronide, musizin and flavan-3-ol. Subgenera Acefosa and Acetosella are
characterized by the presence of luteolin-C-glycosides and apigenin-C-glycosides (especially orientin).
These two subgenera differ in the fact that R. acetosa has significantly greater amount of acetylated C-
glycosides. Within the genus Polygonum sensu lato, in addition to quercetin derivatives, significant amounts
of kaempherol derivatives, as well as (in some species) myricetin and methylated derivatives of flavonols are
present.

In order to assess the biological potential of herb and rhizome extracts of selected species of Polygonoideae
subfamily, a series of antioxidant, anti-inflammatory and antibacterial in vitro tests were conducted.

The antioxidant activity was evaluated by measuring ferric reducing ability (FRAP) of the extracts and their
radical scavenging capacity towards DPPH, OH, NO and O, radicals, and inhibition of lipid peroxidation.
PCA analysis of the results obtained in six antioxidant tests indicated that herb extracts of Rumex patientia
and Polygonum maritimum species showed best overall antioxidant activity.

Anti-inflammatory activity was evaluated by LC/MS/MS monitoring of selected metabolites (12-(S)-HHT,
12(S)-HETE, PGE,, PGF,,, and TXB,) formed in cyclooxygenase and lipoxygenase pathways of arachidonic
acid metabolism. Human platelets were used as a source of enzymes, while inflammation was induced by
calcimycin.

Rhizome extracts of R. acetosa and R. acetosella acted as the most selective inhibitors of the COX-1
enzyme.. Herb extract of P. lapahtifolium acted as the most selective inhibitor of thromboxane synthase
(inhibition of TXB, production and weak inhibition of PGE, production). Based on the obtained results it is
evident that the majority of extracts acted as good inhibitors of 12-LOX pathway. Also, herb extracts (except
for R. balcanicus) showed stronger activity than the corresponding rhizome extracts. Highest activity was
shown by herb extract of Persicaria lapathifolium, with 1Csy even lower than ICsy of standard solution of
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quercetin (ICso= 0.04 mg/mL and ICsy= 0.067 mg/mL, respectively), and Polygonum aviculare (ICsy= 0.09
mg/mL).

The antibacterial activity of prepared extracts against nine bacterial strains was evaluated by microtiter assay
with resazurin as a colorimetric growth indicator. The broadest range of antibacterial activity was shown by
rhizome extracts of Rumex balcanicus and Polygonum maritimum species. These extracts prevented the
growth of all tested strains. Herb extracts of R. balcanicus species also exerted a strong antibacterial activity
on all the strains tested (except P. aeruginosa), particularly on E. coli IpcA. Significantly better antibacterial
activity against E. coli (ATCC 25922) strain was shown by the rhizome extracts of the Rumex genus (R.
crispus, R. obtusifolius, R. balcanicus, R. acetosa and R. acetosella subsp. multifidus).

In general, the obtained results indicate a high potential for the application of the studied species as
medicinal agents and sources of natural, biologically active compounds.
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8.1

PODACI O ISPITIVANIM UZORCIMA I PRIPREMLJENIM EKSTRAKTIMA

Tabela 8-1. Primerci vrsta podfamilije Polygonoideae, deponovani u herbarijumu Departamana za biologiju i ekologiju, PMF-a u Novom Sadu, sa svim relevantim podacima. Sve uzorke determinisao
Jje dr Goran Anackov.

5 g
_§ . . i . georeference
E br? ) vrsta podvrsta IOkilhtet ‘E —'é Siri lokalitet uZi lokalitet (2) (UTM ili staniste datum legator
% | vauCera Drzava =& [€))] GPS)
=t Sk
9
5 =
. Jis (Bernh Golran Ane?ékov.
1 | 2-1719 | Rumex patientia L. 1753 prenta ;sgé . )| Srbija Sr | Fruskagora | Vrdnik 34 TFEN203 | ruderalno staniite, pored puta 23.05.2009. | e
Emilija Sviréev
2 | 2-1722 | Rumex patientia L. 1753 OD’;fI’S‘:r”;SQ(ZEemh') Stbija Sr | Novi Sad Sajlovo 34TEN203 | ruderalno staniste, pored puta 05.2009. | poeovEees
; 7 Emilija Svircev,
3 2-1716 | Rumex patientia L. 1753 orientalis (Bernh.) Srbija JI | Vlasina Vlasina Rid, brana | 34 TFN 2 03 | ruderalno staniSte, pored puta 26/28.07.2009. | Dejan Orti¢, Jelena
Danser 1924 Lovri¢
i ; Emilija Svircev,
41 | 2-1715 | Rumex patientia L. 1753 orientalis (Bernh.) Srbija I Stara planina 34 TFP230 | ruderalno staniste, pored puta 17.07.2011. | Dejan Orei¢, Filip
Danser 1924 Sibul
, . .. ruderalno staniSte, pored puta, Emilija Svircev,
33 | 2-1721 | Rumex crispus L. 1753 crispus Srbija z Tara 34T CP 3 66 stene 26.07.2010. Dejan Orcié
Emilija Svircev,
13 | 2-1725 | Rumex obtusifolius L. 1753 obtusifolius Srbija JI | Vlasina Vlasina Rid, brana | 34 TFN 2 03 | ruderalno stanisSte, pored puta 28.7.2009. | Dejan Orci¢, Jelena
Lovri¢
1 o1 .. Kaluderske bare, - Emilija Sviréev,
35 | 2-1723 | Rumex obtusifolius L. 1753 obtusifolius Srbija z Tara ergela 34T CP 3 86 | ruderalno staniste, pored puta 27.07.2010. Dejan Oréié
put ka Zavojskom o
44 | 2-1724 | Rumex obtusifolius L. 1753 obtusifolius Srbija I | Staraplanina | jezeru, od strane 34TFN 139 | uzivicu sume 18.07.2011. E{;‘;{iﬁ;‘fe“
reke Visocice
; ; Emilija Svircev,
45 | 2-1717 | Rumex obtusifolius L. 1753 subalpinus (Schur) g4, I | Staraplanina | Babinzub, put 34 TFP230 | rudinana kamenitoj podlozi 21.07.2011. | Dejan Oréié, Filip
Celak 1873 prema vrhu Sibul
Rumex balcanicus L. Rech. fil. .. . . tresetna depresija na 18.07. | Goran Anagkov,
34 | 2-1733 1934 Makedonija Bistra Tonivoda 34T DM 4 70 visokoplaninskom pasnjaku (jun).2010. | Biliana Bozin
; % ; ; Emilija Svircev,
46 | 2-1709 | Rumex alpinus L. 1753 Srbija I | Staraplanina | Sabin zub, kod 34 TFp230 | 72PuStena planinska livada, 21.07.2011. | Dejan Orcic. Filip
ZiCare antropogenizovana Sibul
53 | 2-1710 | Rumex alpinus L. 1753 Stbija C | Kopaonik Metode 34 TDN3 gy | “apustena planinska livada, 21.07.2011. | Goran Anackov
antropogenizovana
Goran Anackov,
4 2-1718 | Rumex acetosal.. 1753 acetosa Srbija Sr | Fruska gora Vrdnik 34TFEN 203 brdska livada Cmosurg cristatt 23.05.2009, | Dejan Orcic.
Alopecuretum pratensis Kristina Balog,
Emilija Sviréev
Biljana Bozin,
Kristina Balog,
5 2-1714 | Rumex acetosal.. 1753 acetosa Srbija BiH | Magli¢ Dragos Sedlo 34TCN 119 | planinska livada 16.06.2009. | Neda Mimica-
Duki¢, Marija
Lesjak
2-1728 | Rumex acetosal.. 1753 acetosa Srbija JI Vlasina Plana, podnoZzje 34 TFEN 2 13 | planinska livada Rhinantosum 26.07.2009. | Emilija Svircev
2-1727 | Rumex acetosal.. 1753 acetosa Srbija JI Vlasina Plana, Orlovac 34 TFN 2 13 | planinska livada , klekovina 29.07.2009. gﬁ]r::a?:;fv
.. . put ka Toplom - Emilija Svircev,
42 | 2-1713 | Rumex acetosal.. 1753 acetosa Srbija I Stara planina Dolu 34 TFP230 | ruderalno staniste, pored puta 21.07.2011. | ejan Orgié
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2 . . 0= o . georeference
E brf) ) vrsta podvrsta lok?htet E 8 Siri lokalitet uZi lokalitet (2) (UTM ili staniste datum legator
o vaucera Drzava =5 1)
2 =% GPS)
= E
2 2
O
51 | 2-1734 | Rumex acetosal.. 1753 acetosa Srbija B¢ | Zabalj Curug 34T DR 223 | sadena
. G Anackov,
acetoselloides . . o . kserofila livada Festucetum EI(:II;?IIJIA Sn:iié:\‘//,
8 2-1720 | Rumex acetosella L. 1753 (Balansa) den Nijs Srbija Sr | Fruska gora Vrdnik 34TFEN 203 . 23.05.2009. Y i
1984 vallesiacae E?a:} Or];lcl,
1stina Balog
acetoselloides livada, mezofilna u blizini
9 2-1732 | Rumex acetosella L. 1753 (Balansa) den Nijs Srbija JI Vlasina Vlasina Rid, brana | 34 TFN 2 03 brane > 26.07.2009. | Emilija Svirtev
1984
acetoselloides .. .. . . . livada, mezofilna u blizini .
10 2-1731 | Rumex acetosella L. 1753 (Balansa) den Nijs Srbija JI Vlasina Vlasina Rid, brana | 34 T FN 2 03 brane 26.07.2009. | Emilija Svirgev
1984
acetoselloides . . . . .
11 | 2-1730 | Rumex acetosella L. 1753 (Balansa) den Nijs Srbija JI | Vlasina Vlasina Rl(.i’ put 34TEN 203 planinska livada sa Sesleria 27.07.2009. | Emilija Svircev
1984 za Cemernik robusta
acetoselloides .
12 | 2-1726 | Rumex acetosella L. 1753 (Balansa) den Nijs Srbija JI Vlasina Plana, Orlovac 34 TFEN 2 13 | planinska livada , klekovina 29.07.2009. gﬁjrz:a%‘;;ﬁfv’
1984
acetoselloides Mecavnik. put
32 | 2-1712 | Rumex acetosella L. 1753 (Balansa) den Nijs Srbija zZ Mokra gora N b 34T CP376 | ruderalno staniSte, pored puta 2010 | Emilija Svircev
1984 prema hotelu
acetoselloides Babin zub, krivina
43 | 2-1711 | Rumex acetosella L. 1753 (Balansa) den Nijs Srbija I Stara planina prema Jabuckom 34 TFP230 | proplanak bukovo-jelova Suma 28.07.2011. | Marko S¢iban
1984 Ravnistu
40 | 2-1729 | Rumex acetosella L. 1753 K:clgf gdeulf ?8‘8)2 Makedonija Bistra Medenica 34T DM 4 70 | planinski paSnjak 17.07.2010. gﬁj::a%‘;;ﬁfv
15 | 2-1665 | Polygonum aviculare L. 1753 | aviculare Stbija Novi Sad okolina fakulteta 06.2009. | framelace
16 | 2-1666 | Polygonum aviculare L. 1753 aviculare Srbija Novi Sad Nova Detelinara 07.2009. gﬁﬁ;:‘g\ﬁz‘;v
17 | 2-1667 | Polygonum avieulare 1. 1753 | “ieulare Stbija j‘ngr‘;“ko Plana, polje razi 26.07.2000. | gaie St
18 | 2-1668 | Polygonum aviculare L. 1753 | “ieulare Stbija j\gzaesr‘;“k" put ka Promaji 29.7.2009 | g Sor
. aviculare .. Vlasinsko . Goran Angékov, »
19 | 2-1669 | Polygonum aviculare L. 1753 Srbija jezero ispred brane 30.07.2009. | Jelena Jovin, Emilija
Sviréev
. Ulcinj, Ulcinjska N
20 2-1670 | Polygonum maritimum L. 1753 Crna Gora Crna Gora plaza 05.2009. | Goran Anackov
Biljana Bozin,
; ; ; Kristina Balog,
21 | 2-1671 | Bistortaofficinalis Delatbre | oy i i Stbija Magli¢ Tara 16.06.2009. | Neda Mimica-
1800 Duki¢, Marija
Lesjak
36 21673 Bistorta officinalis Delarbre officinalis Stbija Ylasmsko 06.2010. | Biljana Bozin
1800 jezero
i i 1 Neda Mimica-
47 | 2-1674 ?éx()l(()) rita officinalis Delarbre officinalis Srbija Stara planina put ka MidZoru 18.07.2011. | Dukié, Kristina
Balog, Emilija
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s g
2 . . = wn . georeference
E brf)J vrsta podvrsta lok?htet % 8 Siri lokalitet uZi lokalitet (2) (UTM ili staniste datum legator
o vaucera Drzava =5 1)
2 =2 GPS)
5 2
Sviréev
48 | 2-1676 | Bistorta officinalis Delarbre o Srbija Stara planina | vaSar-Temska . 17.07.2011. | Emilija Svircev
1800 officinalis rizom
. . s S Kristina Balog,
30 | 2-1690 | Persicaria amphibia (L) Stbija Vlasinsko Vojni kamp 29.07.2009. | Goran Anackov,
Delarbre 1800 jezero Emilija Svircev
Persicaria amphibia (L.) .. Vlasinsko .. T
31 | 2-1691 Delarbre 1800 Srbija jezero Sartorija 31.7.2009 | Emilija Svircev
Persicaria hydropiper (L.) .. Vlasinsko . Dejan Oréi¢, Jelena,
22 | 2-1677 Delarbre 1800 Srbija jezero ispred brane 26/28.07.2009. Emilija Sviréev
Persicaria hydropiper (L.) .. Vlasinsko .. Biljana BoZin,
23 | 2-1678 Delarbre 1800 Srbija jezero put premaPromaji 29.07.2009. Emilija Svircev
: . : : Dejan Or¢i¢, Jelena
27 | 2-1680 | Fersicaria hydropiper (L) Srbija Vlasinsko ispred brane 26/28.07.2009. | Loveic. Emilia
Delarbre 1800 jezero Svirdev
Persicaria hydropiper (L.) .. . R Dejan Or¢i¢, Emilija
49 | 2-1681 Delarbre 1800 Srbija Stara planina reka VisoCica 17.07.2011. | ey
kanjon Jerme,
Persicaria hydropiper (L.) .. . ispred restorana Biljana BoZin,
50 | 2-1682 Delarbre 1800 Srbija Dimitrovgrad Paganovski 22.07.2011. Emilija Svircev
manastir
24 | 21679 | Polygonum lapathifolium Srbija j‘élzfrg”k" put premaPromaji 29.07.2000. | gt S0
Kristina Balog,
25 | 21683 | Persicaria lapathifolia (L.) Srbii Novi Sad iD 08.2009 Millit;n;virz:vg,
- Delarbre 1800 . rbija ovi Sa pored Dunava . | Stdan Ercegan,
lapathifolia Emilija Svircev
Persicaria lapathifolia (L.) .. . . .
26 | 2-1684 Delarbre 1800 lapathifolia Srbija Novi Sad Sajlovo 09.2009. | Dejan Orei¢
: . ioo1s : Dejan Or¢i¢, Jelena
28 | 2-1685 | Fersicaria lapathifolia (L.) o Srbija Vlasinsko ispred brane 26/28.07.2009. | Lovric. Emilia
Delarbre 1800 lapathifolia jezero Svirdev
L e Tara- 1035m, ) P
37 | 2-1686 gg;’rg‘;;“l’égg‘”h’f olia (L.) Srbija Kaluderske | N43°54,393 27.07.2010. | pefn O, Biljana
lapathifolia bare-ergela E19°32,372'
Persicaria lapathifolia (L.) .. o Dejan Oréi¢, Marina
52 | 21687 | Defarbre 1800 lapathifolia Stbija Fruska gora Franciskovié
: . i Dejan Or¢i¢, Jelena
29 | 2168y | PervicariamaculosaS. T Gray Srbija renen 0 | ispred brane 26/31.07.2000. | Lowi, Enilia
Sviréev
Persicaria maculosa S. F. Gra Tara- 1035m, j ¢ié, Bilj
38 | 2-1689 | |00 Py Srbija Kaluderske N43°54,393' 27.07.2010. | pekn Oreic, Biljana
bare-ergela E19°32,372'
39 | 2-1692 | Fasopyrum esculentum Srbija Tara Rasadnik 27.07.2010.

Moench 1794
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Tabela 8-2. Oznake i prinos (%) ekstrakata pripremljenih postupkom maceracije (u toku 72h) herbi i rizoma (odnos droga/rastvarac
(80% etanol); 1:10). Ekstrakti su koriséeni za potrebe eksperimenata odredivanja bioloSke aktivnosti i hemijskog sastava. Prikazane su
i koncentracije rekonstituisanih ekstrakata u dmso kao rastvaracu (mg/mlL).

13?;331:;1 Rod Vrsta Organ Oznaka ekstrakta m (droga) m (S.E.) elfsl;il;()lfia n‘;i/] 151:} I;glidgﬁlg:[f ./
[g] [g] %
1 Rumex patientia herba E-117-h_pat_01 16,0683 1,7540 10,0° 100,5 1009
1 Rumex patientia koren/rizom E-084-r_pat_01 27,5756 6,9463 25,2 200,7 796,8
2 Rumex patientia herba E-118-h_pat_02 15,6785 2,5406 15,3° 201,1 1311
2 Rumex patientia koren/rizom E-083-r_pat_02 22,9973 4,6151 20,1 200,8 1001
3 Rumex patientia herba E-119-h_pat_03 17,4898 1,7805 9,4P 100,0 1060
3 Rumex patientia koren/rizom E-106-r_pat_03 25,3618 4,0587 16,0 100,1 625,4
3a Rumex patientia herba E-120-h_pat_03 14,5922 1,5146 8,5° 100,2 1174
3a Rumex patientia koren/rizom E-107-r_pat_03 5,4965 0,6196 11,3 100,1 888,3
41 Rumex patientia herba E-218-h_pat_41 11,9637 0,6862 5,7° 200,7 3499
41 Rumex patientia rizom E-230-r_pat_41 13,0299 3,1594 24,2 200,4 826,6
33 Rumex crispus herba E-171-h_cri_33 15,1666 1,7503 10,5° 199,4 1907
33 Rumex crispus koren/rizom E-179-r_cri_33 11,9634 2,9556 24,7 200,5 811,6
13 Rumex obtusifolius herba E-132-h_obt_13 11,4583 0,7923 5,4° 98,9 1840
13 Rumex obtusifolius koren/rizom E-108-r_obt_13 25,4684 5,6380 22,1 100,1 452,3
13a Rumex obtusifolius koren/rizom E-095-r_obt_13 1,2102 0,3737 30,9 100,3 324,8
35 Rumex obtusifolius herba E-173-h_obt_35 16,6383 1,2046 53°P 200,3 3797
35 Rumex obtusifolius koren/rizom E-180-r_obt_35 6,3025 1,5869 25,2 201,0 798,2
44 Rumex obtusifolius herba E-221-h_obt_44 10,6412 0,7767 7,0° 200,6 2869
45 Rumex obtusifolius herba E-222-h_obtS_45 14,7826 1,6619 10,5° 201,2 1919
45 Rumex obtusifolius rizom E-233-r_obtS_45 9,4869 2,1183 22,3 202,0 904,8
34 Rumex balcanicus herba E-172-h_bal_34 12,0625 1,3740 10,7° 199,9 1875
34 Rumex balcanicus koren/rizom E-189-r_bal_34 6,0507 1,1868 19,6 201,5 1028
46 Rumex alpinus herba E-223-h_alp_46 12,4592 0,8148 6,3° 200,7 3206
46 Rumex alpinus rizom E-234-r_alp_46 10,6908 2,8272 26,4 200,8 759,3
53 Rumex alpinus herba E-224-h_alp_53 12,7381 1,3417 9,0° 200,2 2217
53 Rumex alpinus rizom E-235-r_alp_53 8,3609 1,8514 22,1 202,1 912,8
4 Rumex acetosa herba E-121-h_ac_04 10,3056 0,8685 8,0° 99,3 1241
4 Rumex acetosa koren/rizom E-082-r_ac_04 11,0648 1,3757 12,4 115,5 928,9
5 Rumex acetosa herba E-122-h_ac_05 13,758 1,9396 13,5° 100,5 743,9
5 Rumex acetosa gornji deo stabljike E-085-r_ac_05 1,7852 0,3179 17,8 99,53 558,9
6 Rumex acetosa herba E-123-h_ac_06 14,9351 0,7669 4,7° 100,4 2121
6 Rumex acetosa koren/rizom E-086-r_ac_06 4,6924 0,8499 18,1 141,9 783,5
7 Rumex acetosa herba E-124-h_ac_07 11,0515 1,0418 8,9° 100,0 1127
7 Rumex acetosa koren¢ici E-087-r_ac_07 0,6026 0,1156 19,2 100,4 523,5
42 Rumex acetosa herba E-219-h_ac_42 10,6069 0,5693 4,5? 199,5 4444
42 Rumex acetosa rizom E-231-r_ac_42 10,1839 1,3399 13,2 200,9 1527
51 Rumex acetosa list E-228-1_ac_51 15,9467 1,639 9,7? 200,7 2066
51 Rumex acetosa rizom E-240-r_ac_51 8,8928 1,3697 15,4 200,2 1300
8 Rumex acetosella herba E-125-h_all_08 10,044 1,4447 13,6° 100,5 740,8
8 Rumex acetosella koren/rizom E-088-r_all_08 1,1220 0,1477 13,2 103,3 784,7
9 Rumex acetosella herba E-126-h_all_09 11,1075 1,3985 11,3° 100,3 885,3
9 Rumex acetosella koren/rizom E-089-r_all_09 5,5377 0,4914 89 99,83 1125
10 Rumex acetosella herba E-127-h_all_10 14,5328 1,9763 12,67 100,2 793,9
10 Rumex acetosella koren/rizom E-090-r_all_10 9,2799 0,9701 10,5 99,84 955,0
10a Rumex acetosella herba E-128-h_all_10 14,3604 1,1874 6,4° 100,7 1584
10a Rumex acetosella koren/rizom E-091-r_all_10 4,4088 0,4219 9,6 99,15 1036
10b Rumex acetosella herba E-129-h_all_10 11,4196 1,0827 9,1° 100,5 1109
10b Rumex acetosella koren/rizom E-092-r_all_10 1,7779 0,2018 11,4 100,5 885,4
11 Rumex acetosella herba E-130-h_all_11 11,9784 1,0698 8,6° 100,2 1169
11 Rumex acetosella koren/rizom E-093-r_all_11 9,1402 0,8809 9,6 99,85 1036
12 Rumex acetosella herba E-131-h_all_12 10,1338 1,2420 12,5° 100,8 806,9
12 Rumex acetosella koren/rizom E-094-r_all_12 1,5251 0,215 14,1 100,8 715,0
32 Rumex acetosella herba E-170-h_all_32 15,5492 1,5756 9,0° 200,5 2216
32 Rumex acetosella koren/rizom E-178-r_all_32 2,348 0,1381 5,9 99,64 1694
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13?;331:;1 Rod Vrsta Organ Oznaka ekstrakta m (droga) m(S.E.) elfsl;il;()lfia n‘;i/] 151:} I:lnglfd;ffs?i/
40 Rumex acetosella herba E-187-h_allM_40 11,9422 1,2499 9,5P 200,5 2114
40 Rumex acetosella koren/rizom E-188-r_allM_40 6,6139 1,0878 16,4 2014 1225
43 Rumex acetosella herba E-220-h_all_43 10,5392 0,8704 6,1° 1994 3295
43 Rumex acetosella rizom E-232-r_all_43 7,5899 0,9424 12,4 200,6 1616
15 Polygonum aviculare herba E-133-h_avi_15 7,4242 0,7097 8,7° 100,0 1146
15 Polygonum aviculare koren/rizom E-096-r_avi_15 0,9131 0,0789 8,6 98,41 1139
15a Polygonum aviculare herba E-134-h_avi_15 7,881 1,1478 13,67 100,2 735,0
15a Polygonum aviculare koren/rizom E-097-r_avi_15 1,4862 0,1609 10,8 101,0 932,9
16 Polygonum aviculare herba E-135-h_avi_16 10,9046 1,1700 12,3° 100,8 822,0
16 Polygonum aviculare stabljika+korencici E-098-r_avi_16 4,8706 0,4673 9,6 99,96 1042
16 Polygonum aviculare rizom+korenc¢ic¢i E-099-r_avi_16 9,6282 0,8113 8,4 116,2 1378
17 Polygonum aviculare herba E-136-h_avi_17 10,2023 0,8771 7,97 100,1 1272
17 Polygonum aviculare koren/rizom E-100-r_avi_17 3,8001 0,2920 7,7 99,34 1293
18 Polygonum aviculare herba E-137-h_avi_18 12,9793 1,5377 9,5P 100,3 1055
18 Polygonum aviculare herba E-137cc-h_avi_18 8,7549 1,3649 13,8° 99,7 724,7
18 Polygonum aviculare koren/rizom E-101-r_avi_18 3,5884 0,3493 9,7 100,8 1036
18 Polygonum aviculare koren/rizom E-101cc-r_avi_18 2,9037 0,2588 8,9 100,8 1131
19 Polygonum aviculare herba E-138-h_avi_19 10,9633 1,4377 12,1° 100,4 833,2
19 Polygonum aviculare koren/rizom E-102-r_avi_19 10,4312 0,7298 7,0 104,8 1498
20 Polygonum maritimum herba E-139-h_mar_20 5,5077 1,0930 18,67 100,5 539,7
20 Polygonum maritimum koren/rizom E-103-r_mar_20 0,8873 0,1329 15,0 100,6 671,7
21 Bistorta officinalis herba E-140-h_bis_21 11,0517 1,3378 11,67 100,6 867,8
21 Bistorta officinalis doni deo st. i kor. E-104-r_bis_21 6,6700 0,9417 14,1 135,3 958,1
36 Bistorta officinalis herba E-174-h_bis_36 15,3849 1,6715 9,7P 199,0 2050
47 Bistorta officinalis herba E-225-h_bis_47 9,7939 1,1305 10,47 201,0 1940
47 Bistorta officinalis rizom E-236-r_bis_47 13,0323 43125 33,1 201,6 609,2
48 Bistorta officinalis kupljen-rizom sréenjak E-237-r_bis_48 8,4956 2,6676 314 202,8 645,8
30 Persicaria amphibia herba E-149-h_amp_30 12,5844 1,7354 13,1° 100,1 764,8
31 Persicaria amphibia herba E-150-h_amp_31 10,8537 1,4299 12,47 100,7 815,4
22 Persicaria hydropiper herba E-141-h_hyd_22 12,304 0,9467 6,9° 100,4 1451
22 Persicaria hydropiper koren/rizom E-105-r_hyd_22 23,5492 2,2123 9,4 99,85 1063
23 Persicaria hydropiper herba E-142-h_hyd_23 12,2815 1,0881 8,0° 99,4 1244
23 Persicaria hydropiper koren/rizom E-109-r_hyd_23 1,7351 0,2273 13,1 100,6 768,1
27 Persicaria hydropiper herba E-145-h_hyd_27 11,6001 0,7840 6,2° 100,3 1612
27 Persicaria hydropiper koren/rizom E-113-r_hyd_27 14,7079 1,4786 10,1 100,2 997,1
27a Persicaria hydropiper herba E-146-h_hyd_27 10,3856 0,8291 7,5° 100,0 1327
27a Persicaria hydropiper koren/rizom E-114-r_hyd_27 14,4538 1,0519 7,3 99,92 1373
49 Persicaria hydropiper herba E-226-h_hyd_49 9,3744 1,2599 13,0° 200,6 1543
49 Persicaria hydropiper rizom E-238-r_hyd_49 1,5489 0,1769 114 200,4 1755
50 Persicaria hydropiper herba E-227-h_hyd_50 12,2298 1,7048 13,2P 201,0 1520
50 Persicaria hydropiper rizom E-239-r_hyd_50 3,2336 0,2198 6,8 200,4 2948
24 Persicaria lapathifolium herba E-143-h_lap_24 6,8696 0,7472 10,8° 99,9 923,6
24 Persicaria lapathifolium delovi stabljike E-110-s_lap_24 2,1211 0,1136 54 100,7 1881
25 Persicaria lapathifolium herba E-144-h_lap_25 10,6845 1,0904 9,3? 99,3 1062
25 Persicaria lapathifolium koren/rizom E-111-r_lap_25 24,0539 1,3164 55 100,1 1828
26 Persicaria lapathifolium koren/rizom E-112-r_lap_26 0,1930 0,0149 7,7 49,94 646,9
28 Persicaria lapathifolium herba E-147-h_lap_28 11,7268 0,7706 58P 100,3 1734
28 Persicaria lapathifolium koren/rizom E-115-r_lap_28 6,7428 0,4605 6,8 100,1 1466
37 Persicaria lapathifolium herba E-175-h_lap_37 3,9964 0,4686 10,8° 195,4 1804
37 Persicaria lapathifolium koren/rizom E-181-r_lap_37 1,0505 0,0990 9,4 132,0 1401
52 Persicaria lapathifolium herba E-229-h_lap_52 11,1014 0,7198 5,3P 199,7 3773
52 Persicaria lapathifolium rizom E-241-r_lap_52 6,9938 0,4171 6,0 200,7 3366
29 Persicaria maculosa herba E-148-h_per_29 10,2309 0,7878 6,0° 98,3 1637
29 Persicaria maculosa koren/rizom E-116-r_per_29 4,5763 0,3777 8,3 99,91 1210
38 Persicaria maculosa herba E-176-h_per_38 12,2116 1,4237 10,5° 200,6 1905
38 Persicaria maculosa koren/rizom E-182-r_per_38 1,0675 0,1239 11,6 132,8 1144
39 Fagopyrum esculentum herba E-177-h_esc_39 13,4449 0,8442 6,0° 197,8 3293
39 Fagopyrum esculentum koren/rizom E-183-r_esc_39 2,3822 0,1140 4,8 133,1 2781

P prinos precis¢enog ekstrakta (nakon te¢no-te¢ne ekstrakcije ukupnog 80% etanolnog ekstrakta petrol-etrom).
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Tabela 8-3. Oznake i prinos (%) ekstrakata cvasti, listova i stabljika pripremljenih postupkom maceracije - u toku 72h - (odnos
droga/rastvarac (80% etanol); 1:10). Ekstrakti su korisc¢eni za potrebe analize hemijskog sastava. Prikazane su i koncentracije
rekonstituisanih ekstrakata u dmso kao rastvaracu (mg/mL).

Oznaka . m m Prinos mg/mL mg
lokaliteta Rod Vista Organ Oznaka ekstrakta (droga) (S.E.) ekstrakta dmso' (drs‘:’;f : {:inL
lg] lg] [%]
1 Rumex patientia cvet E-079-c_pat_01 4,2088 0,5242 12,5 100,3 805,1
1 Rumex patientia stabljika E-080-s_pat_01 4,1298 0,3045 7,4 98,19 1332
1 Rumex patientia list E-081-1_pat_01 4,774 0,4769 10,0 100,2 1003
2 Rumex patientia cvet E-075-c_pat_02 5,6026 0,7559 13,5 100,6 745,3
2 Rumex patientia stabljika E-076-s_pat_02 6,2239 0,5344 8,6 98,81 1151
2 Rumex patientia list E-077-1_pat_02 5,0283 0,7117 14,2 100,3 708,9
2 Rumex patientia crveni listovi E-078-cl_pat_02 5,543 0,1661 3,0 99,54 3322
3 Rumex patientia cvet E-072-c_pat_03 5,0529 0,4842 9,6 100,5 1049
3 Rumex patientia stabljika E-073-s_pat_03 4,8750 0,2529 52 100,1 1930
3 Rumex patientia list E-074-1_pat_03 4,3383 0,1996 4.6 28,22 6134
3a Rumex patientia cvet E-069-c_pat_03 2,1337 0,2748 12,9 100,3 778,8
3a Rumex patientia stabljika E-070-s_pat_03 42153 0,1976 4.7 100,5 2143
3a Rumex patientia list E-071-1_pat_03 0,6957 0,0407 59 95,66 1635
41 Rumex patientia cvast E-190-c_pat_41 79311 0,6365 8,0 199,6 2488
41 Rumex patientia stabljika E-191-s_pat_41 7,8194 0,3158 4,0 199,9 4950
41 Rumex patientia list E-192-1_pat_41 4,9658 0,3077 6,2 200,0 3228
33 Rumex crispus cvet i gor.deo stab. E-154-cgs_cri_33 7,3924 0,9136 12,4 201,5 1630
33 Rumex crispus stabljika E-155-s_cri_33 7,994 0,6471 8,1 201,6 2490
33 Rumex crispus list E-156-1_cri_33 5,5769 0,7491 13,4 201,3 1498
13 Rumex obtusifolius. cvet E-043-c_obt_13 7,2393 0,6543 9,0 100,3 1110
13 Rumex obtusifolius stabljika E-044-s_obt_13 4,3090 0,2825 6,6 99,27 1514
13 Rumex obtusifolius list E-045-1_obt_13 4,6071 0,6712 14,6 103,0 707,2
13a Rumex obtusifolius cvet E-040-c_obt_13 2,7069 0,6802 25,1 100,5 400,1
13a Rumex obtusifolius stabljika E-041-s_obt_13 2,2731 0,4116 18,1 100,7 556,2
13a Rumex obtusifolius list E-042-1_obt_13 2,533 0,3697 14,6 100,5 688,3
35 Rumex obtusifolius cvet i gor.deo stab. E-160-cgs_obt_35 7,7887 0,7101 9,1 201,7 2212
35 Rumex obtusifolius stabljika E-161-s_obt_35 8,9344 0,3597 4,0 201,6 5008
35 Rumex obtusifolius list E-162-1_obt_35 7,1853 0,5202 72 202,1 2792
44 Rumex obtusifolius cvast E-199-c_obt_44 7,5709 1,2229 16,2 201,3 1246
44 Rumex obtusifolius stabljika E-200-s_obt_44 7,2243 0,4517 6,3 200,1 3200
44 Rumex obtusifolius list E-201-1_obt_44 5,0518 0,4651 9,2 199,7 2170
45 Rumex obtusifolius cvast E-203-c_obtS_45 8,2897 1,0727 12,9 200,7 1551,1
45 Rumex obtusifolius stabljika E-204-s_obtS_45 4,8948 0,3185 6,5 200,3 3079
45 Rumex obtusifolius list E-205-1_obtS_45 4,1396 0,6394 15,4 200,3 1297
34 Rumex balcanicus cvet E-157-c_bal_34 9,6625 1,0318 10,7 201,2 1884
34 Rumex balcanicus stabljika E-158-s_bal_34 9,4604 0,8835 9,3 201,7 2160
34 Rumex balcanicus list E-159-1_bal_34 8,9885 1,0274 11,4 2014 1762
46 Rumex alpinus cvast E-206-c_alp_46 5,7489 0,3866 6,7 200,9 2988
46 Rumex alpinus stabljika E-207-s_alp_46 5,4963 0,2367 43 199,1 4624
46 Rumex alpinus list E-208-1_alp_46 6,8555 0,6855 10,0 199,6 1996
53 Rumex alpinus cvast E-209-c_alp_53 2,4743 0,4530 18,3 200,6 1095
53 Rumex alpinus stabljika E-210-s_alp_53 3,6233 0,2835 7,8 199,3 2548
53 Rumex alpinus list E-211-1_alp_53 4,5563 0,4969 10,9 201,1 1844
4 Rumex acetosa cvet E-065-c_ac_04 3,5549 0,4308 12,1 100,0 825,6
4 Rumex acetosa gornje stab. E-066-gs_ac_04 1,5423 0,1389 9,0 99,44 1104
4 Rumex acetosa stabljika E-067-s_ac_04 4,8681 0,4097 8,4 100,2 1190
4 Rumex acetosa list E-068-1_ac_04 2,8386 0,3337 11,8 100,7 856,7
5 Rumex acetosa cvet E-062-c_ac_05 3,1557 0,4166 13,2 99,52 753,9
5 Rumex acetosa stabljika E-063-s_ac_05 3,8465 0,4091 10,6 100,5 945,0
5 Rumex acetosa list E-064-1_ac_05 2,2876 0,3482 15,2 99,82 655,8
6 Rumex acetosa cvet E-058-c_ac_06 4,3067 0,3378 7.8 100,5 1281
6 Rumex acetosa gornje stab. E-059-gs_ac_06 3,9553 0,2330 59 101,3 1719
6 Rumex acetosa stabljika E-060-s_ac_06 47104 0,2478 53 101,7 1933
6 Rumex acetosa list E-061-1_ac_06 4,3764 0,2655 6,1 100,1 1651

165



Emilija Sviréev

Oznaka m m Prinos mg/mL mg
lokaliteta frod Vst Organ Oznaka ekstrakta (droga) (S.E.) ekstrakta dmso' (drﬁfz:’?lL

7 Rumex acetosa cvet E-054-c_ac_07 3,2023 0,4097 12,8 100,0 781,9
7 Rumex acetosa gornje stab. E-055-gs_ac_07 2,5791 0,2663 10,3 99,76 966,2
7 Rumex acetosa stabljika E-056-s_ac_07 4,4323 0,3421 7,7 100,4 1301
7 Rumex acetosa list E-057-1_ac_07 3,0662 0,2021 6,6 99,95 1516
42 Rumex acetosa cvast E-193-c_ac_42 6,2022 0,5340 8,6 200,5 2329
42 Rumex acetosa stabljika E-194-s_ac_42 6,1718 0,3259 53 199,8 3783
42 Rumex acetosa list E-195-1_ac_42 5,7244 0,5750 10,0 200,8 1999
8 Rumex acetosella cvet E-051-c_all_08 2,6601 0,6675 25,1 100,5 400,6
8 Rumex acetosella stabljika E-052-s_all_08 5,7231 0,8759 15,3 101,0 660,0
8 Rumex acetosella list E-053-1_all_08 3,0505 0,5428 17,8 101,9 572,7
12 Rumex acetosella cvet E-047-c_all_12 1,3005 0,1369 10,5 98,88 9394

12 Rumex acetosella stabljika E-048-s_all_12 3,0713 0,3670 11,9 0,0
12 Rumex acetosella gornje stab. E-049-gs_all_12 1,3385 0,1307 9,8 98,77 1012
12 Rumex acetosella list E-050-1_all_12 0,4085 0,0586 14,3 97,65 680,7

suma cvetova? E-046-c_all 5,7488 0,3564 6,2 0,0
32 Rumex acetosella cvet i gor.deo stab. E-151-gs_all_32 1,7362 0,2870 16,5 200,3 1212
32 Rumex acetosella stabljika E-152-s_all_32 4,5991 0,2384 52 200,6 3870
32 Rumex acetosella list E-153-1_all_32 0,8275 0,1110 13,4 132,6 988,9
40 Rumex acetosella cvet i gor.deo stab. cgslf;}l?\‘/'[-_40 2,7156 0,5337 19,7 201,0 1023
40 Rumex acetosella stabljika E-185-s_allM_40 6,7667 0,6346 9,4 201,5 2149
40 Rumex acetosella list E-186-1_allM_40 4,3767 0,6347 14,5 200,5 1383
43 Rumex acetosella cvast E-196-c_all_43 6,3825 0,7491 11,7 157,2 1339
43 Rumex acetosella stabljika E-197-s_all_43 5,7985 0,3571 6,2 200,9 3263
43 Rumex acetosella list E-198-1_all_43 4,7505 0,4322 9,1 200,3 2201
16 Polygonum aviculare stabljika E-038-s_avi_16 8,5046 0,6250 7,3 99,38 1352
16 Polygonum aviculare list E-039-1_avi_16 3,8064 0,5787 15,2 100,6 661,7
17 Polygonum aviculare list E-037-1_avi_17 0,8028 0,1451 18,1 100,5 556,0
20 Polygonum maritimum cvet E-034-c_mar_20 2,1801 0,3170 14,5 100,7 692,7
20 Polygonum maritimum stabljika E-035-s_mar_20 1,8363 0,2924 15,9 100,9 633,7
20 Polygonum maritimum list E-036-1_mar_20 3,2426 0,4094 12,6 99,91 791,3

21 Bistorta officinalis cvet E-031-c_bis_21 4,0648 0,8733 21,5
21 Bistorta officinalis stabljika E-032-s_bis_21 6,0249 0,6044 10,0

21 Bistorta officinalis list E-033-1_bis_21 4,7981 0,6042 12,6 100,8 800,7
36 Bistorta officinalis cvet E-163-c_bis_36 5,0101 0,7613 15,2 200,7 1321
36 Bistorta officinalis stabljika E-164-s_bis_36 7,1148 0,7826 11,0 200,5 1823
36 Bistorta officinalis list E-165-1_bis_36 4,9998 0,5241 10,5 201,3 1920
47 Bistorta officinalis cvast E-212-c_bis_47 4,929 0,5352 10,9 200,5 1847
47 Bistorta officinalis stabljika E-213-s_bis_47 6,2892 0,5957 9,5 200,5 2116
47 Bistorta officinalis list E-214-1_bis_47 5,5199 0,5481 99 200,5 2019
30 Persicaria amphibia cvet E-005-c_amp_30 3,6195 0,5261 14,5 100,1 688,9
30 Persicaria amphibia stabljika E-006-s_amp_30 4,6577 0,6048 13,0 100,4 773,5
30 Persicaria amphibia list E-007-1_amp_30 4,3963 0,6201 14,1 99,41 704,8
31 Persicaria amphibia cvet E-001-c_amp_31 3,1487 0,3837 12,2 100,2 821,9
31a Persicaria amphibia cvet E-002-c_amp_31 2,8617 0,2573 9,0 100,2 1115
31 Persicaria amphibia stabljika E-003-s_amp_31 5,3173 0,6916 13,0 100,1 770,0
31 Persicaria amphibia list E-004-1_amp_31 3,6342 0,5239 14,4 100,1 694,7
22 Persicaria hydropiper cvet E-026-c_hyd_22 2,0611 0,3371 16,4 99,40 607,8
22 Persicaria hydropiper stabljika E-027-s_hyd_22 5,1455 0,3649 7,1 100,5 1417
22 Persicaria hydropiper list E-028-1_hyd_22 5,8170 0,5388 9,3 100,7 1088
23 Persicaria hydropiper stabljika E-029-s_hyd_23 3,0855 0,2938 9,5 101,5 1066
23 Persicaria hydropiper list E-030-1_hyd_23 2,6287 0,2581 9,8 101,0 1028
27 Persicaria hydropiper cvet E-014-c_hyd_27 0,5198 0,0478 9,2 98,45 1071
27 Persicaria hydropiper stabljika E-016-s_hyd_27 8,6224 0,4748 5,5 100,1 1819
27 Persicaria hydropiper list E-018-1_hyd_27 2,3306 0,1471 6,3 100,4 1591
27a Persicaria hydropiper cvet E-015-c_hyd_27 1,7840 0,2847 16,0 100,1 627,1
27a Persicaria hydropiper stabljika E-017-s_hyd_27 4,9039 0,2457 5,0 98,39 1964
27a Persicaria hydropiper list E-019-1_hyd_27 3,0553 0,3965 13,0 98,46 758,7
25 Persicaria lapathifolium cvet E-023-c_lap_25 0,7445 0,1175 15,8 100,1 634,0
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Oznaka m m Prinos mg/mL mg
lokaliteta Rod Vrsta Organ Oznaka ekstrakta (droga) (S.E.) ekstrakta dmso' (drs‘:’;f : {:inL
25 Persicaria lapathifolium stabljika E-024-s_lap_25 3,9864 0,2940 74 98,35 1334
25 Persicaria lapathifolium list E-025-1_lap_25 32514 0,5147 15,8 100,1 632,5
26 Persicaria lapathifolium cvet E-020-c_lap_26 0,0939 0,0205 21,8 93,88 430,0
26 Persicaria lapathifolium stabljika E-021-s_lap_26 0,7310 0,0939 12,8 99,67 775,9
26 Persicaria lapathifolium list E-022-1_lap_26 0,5975 0,1075 18,0 99,62 553,7
28 Persicaria lapathifolium cvet E-011-c_lap_28 3,7845 0,2875 7,6 99,80 1314
28 Persicaria lapathifolium stabljika E-012-s_lap_28 4,6453 0,1904 4,1 100,2 2445
28 Persicaria lapathifolium list E-013-1_lap_28 2,3632 0,3127 13,2 100,4 759,1
52 Persicaria lapathifolium cvast E-215-c_lap_52 5,1307 0,3933 7,7 200,8 2620
52 Persicaria lapathifolium stabljika E-216-s_lap_52 4,9966 0,383 7,7 200,0 2609
52 Persicaria lapathifolium list E-217-1_lap_52 5,5351 0,5339 9,6 200,5 2079
29 Persicaria maculosa cvet E-008-c_per_29 3,3095 0,2499 7,6 100,2 1327
29 Persicaria maculosa stabljika E-009-s_per_29 4,5987 0,2855 6,2 99,97 1610
29 Persicaria maculosa list E-010-1_per_29 2,0330 0,2297 11,3 100,3 887,6
39 Fagopyrum esculentum cvet E-166-c_esc_39 5,9657 0,4396 7.4 201,9 2740
39 Fagopyrum esculentum stabljika E-167-s_esc_39 5,3621 0,2221 4,1 199,6 4820
39 Fagopyrum esculentum list E-169-1_esc_39 4,2242 0,5142 12,2 200,9 1651
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8.2 REZULTATI TESTA NA UKUPNE FENOLE

Tabele od 8-4 do 8-6 Vrednosti apsorbancija(A;, A, i A;) galne kiseline, i odgovarajuce radne koncentracije rastvora standarda za
crtanje kalibracione krive u testu odredivanja ukupnih fenola u ekstraktima

Grafici od 8-1 do 8-3 Kalibracione krive galne kiseline, merene na 760 nm

I serija: galna kiselina na 760nm, y=0,077x (R2=0,995)

Cpocema  Cradna Al A, A; A, A,-An A, -AL,-0.048  stdev ool i naa Tij
pg/ml  pg/ml 760 nm; Galna kiselina ' e T
112 112 0792 1042 0934 0053 087 0,822 0,125
80,6 896 0,687 0841 0901 0053 0,757 0,709 0,110 06+
672 672 0523 066 0731 0051 0587 0,539 0,106
24 224 0239 0322 0339 0052 0248 0,200 0,054 £ o]
448 448 0426 0428 0522 0051 0407 0,359 0,055 g
33,6 336 0332 0406 039 005 0328 0,280 0,040 02
24 224 0234 0205 0291 0049 0224 0,176 0,034
112 1,12 0144 0203 018 0049 0,3 0,082 0,031
56 0,56 0100 0144 0185 0048 0,095 0,048 0,043 0.0+
28 028 0091 0121 0,13 0049 0,065 0,018 0,020 r T T r r —
14 014 008 0106 012 0048 0054 0,006 0,020  racna, Galna Kiselna (sgimL)
0 0 0073 0,102 0112 0048 0048 0 0,020
11 serija: galna kiselina na 760nm, y=0,07597x + 0,0355 (R2=0,998) o
Crocema Crama A1 A; A; A, A, -Ay,, A, -A,,-0.027 sidev oo e :|
ug/ml ug/ml 760 nm; Galna kiselina Sope | oorsen_seeeree|
1056 10,56 0867 0875 088 0051 0,823 0,796 0,007
845 845 0711 0726 0727 0048 0,673 0,647 0,009 06+
634 634 0558 0551 0568 0045 0,514 0,487 0,009
528 528 048 05 0487 005 0443 0,416 0,007 £ o]
422 422 0412 042 0406 0048 0,364 0,338 0,007 g
317 317 033 0347 033 0044 0,202 0,265 0,009 0o
201 211 0254 0263 0249 005 0,206 0,179 0,007
10,6 1,06 0161 016 0157 0048 0,111 0,084 0,002
53 053 0118 0116 0116 0054 0,063 0,036 0,001 00+
26 026 009 0096 0093 0047 0,047 0,021 0,002 . . , . . . ,
13 013 0084 0085 0083 0046 0038 0,011 0,001 0 ‘o dna:’ Gaina Keolina (ug/;u oo
0 0 0073 0074 0072 0046 0027 0 0,001
Il serija: galna kiselina na 760nm, y=0,060x + 0,039 (R2=0,990) 071 i —
Cpocema € radna A, A, Aj; Apr Ag-Ay Ay -A4,-0.022  stdev 05 S oo oo "
pg/ml pg/ml 760 nm; Galna kiselina
1104 11,04 0,707 0715 0711 0048 0,663 0,641 0,004 05+
904 9,04 0643 0664 0666 0049 0,609 0,587 0,013 va
703 7,03 0534 0542 0548 0053 0,489 0,467 0,007 £
452 452 0388 0383 0379 0048 0,335 0313 0,005 & 021
351 351 0319 0328 0324 0048 0,276 0,254 0,005 .
26 226 0236 0235 0234 005 0,185 0,163 0,001 ’
113 1,13 0164 0163 0164 005 0,114 0,092 0,001 0.1+
57 057 0127 0121 0123 0051 0,073 0,051 0,003 004
28 028 0093 0091 008 0051 0,04 0,018 0,002 . . . . . . ,
14 014 0081 0081 0079 0047 0,033 0,011 0,001 0 ‘o dna‘,’ Gaina Keolina o /;L) oo
0 0 0069 007 0067 0047 0,022 0 0,002
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Tabela 8-7 Prikaz rezultata odedivanja sadrZaja ukupnih fenola u ispitivanim ekstraktima. Prikazane su apsorbancije radnih proba (u tri ponavljanja) na tri koncentracije kao i apsorbancije korekcija,
snimani na760nm. Prikazane su i koncentracije ekstrakata u well-u (radna koncentracija u ug/mL, ali i pocetne koncentracije istih ekstrakata u mg/mL). Rezultati su konacno izraZeni kao mg ekv. Galne
kiseline/l g SE. Rezultat je prepacunat na biljni materijal i prikazan kao mg ekv. Galne kiseline/l g droge.

, - - - CAS_7;<_I: y=0,07724x
% % E g} E % E (R‘=0,9.9755); 1I:
% E ? 2 ? 2 ? galna kis. 760nm: mg eqGA/g SE mg eqGA/g
e = = = = = = y=0,07597x+0,0335 droge
E AN IS s S| = | 2(R=0,9986), III:
8 S| | S | S | inay=0,060x+0,039
(R?=0,990)
— —~ = . .| —_ — —
sl e |z |5 5|8 == 2|5 5|22 =|3|3|E|F| ¢ . .
E-117-h_pat_01 0,051 | 0884 | 0870 | 0903 | 2577 | 026 | 0051 | 0526 | 0549 | 0548 | 1288 | 0,13 | 0,049 | 0316 | 0349 | 0357 | 644 | 006 | 4196 | 492,1 | 587 499,6 84 545 9
E-084-r_pat_01 0,053 | 0891 | 0912 | 0853 | 5147 | 051 | 0062 | 0526 | 0538 | 0516 | 2573 | 026 | 0052 | 0322 | 0366 | 0332 | 1287 | 0.3 | 2092 | 2340 | 2897 | 244,3 41 61,5 10
E-118-h_pat_02 0,053 | 1,727 | 1,665 | 1,731 | 51,57 | 052 | 0050 | 1,065 | 1,081 | 1,111 | 2578 | 026 | 0,050 | 0,628 | 0,617 | 0637 | 1280 | 0,13 | 4154 | 5199 | 580 505,2 83 81,9 14
E-083-r_pat_02 0052 | 0627 | 0655 | 0,69 | 5149 | 051 | 0055 | 0349 | 0364 | 0383 | 2575 | 026 | 0055 | 0246 | 0250 | 0273 | 1287 | 013 | 1521 | 1559 | 202.1 | 170,0 28 34,1 6
E-119-h_pat_03 0,050 | 1,000 | 1,013 | 1,022 | 2564 | 026 | 0049 | 0,566 | 0557 | 0,586 | 1282 | 0,13 | 0,050 | 0335 | 0358 | 0359 | 641 | 006 | 4870 | 5257 | 608 540,2 62 55,0 6
E-106-r_pat_03 0,050 | 0488 | 0502 | 0523 | 2566 | 026 | 0050 | 0340 | 0349 | 0373 | 12.83 | 013 | 0049 | 0246 | 0242 | 0265 | 642 | 006 | 2201 | 3066 | 4065 | 314,1 89 50,3 14
E-120-h_pat_03 0052 | 1,232 | 1,293 | 1,289 | 2569 | 026 | 0050 | 0,706 | 0,763 | 0761 | 1284 | 0,13 | 0052 | 0421 | 0436 | 0442 | 642 | 006 | 6145 | 6993 | 768 694,1 77 72,0 8
E-107-r_pat_03 0,051 | 0563 | 0590 | 0624 | 2568 | 026 | 0050 | 0339 | 0354 | 0375 | 12,84 | 013 | 0049 | 0224 | 0254 | 0270 | 642 | 006 | 2728 | 3088 | 4048 | 328,8 68 37,1 8
E-171-h_cri_33 0,049 | 0767 | 0774 | 0795 | 1994 | 020 | 0049 | 0478 | 0474 | 0506 | 997 | 0.0 | 0050 | 0302 | 0311 | 0307 | 499 | 005 | 4593 | 5330 | 5882 | 526,8 | 64,7 60,8 7
E-179-r_cri_33 0,049 | 0651 | 0654 | 0669 | 2005 | 020 | 0049 | 0397 | 0402 | 0413 | 1003 | 010 | 0047 | 0261 | 0258 | 0262 | 501 | 005 | 3774 | 4222 | 4710 | 423,5 | 46,8 | 104,6 | 12
E-132-h_obt_13 0,051 | 0649 | 0664 | 0675 | 2535 | 025 | 0051 | 0381 | 0398 | 0427 | 1268 | 0.13 | 0,050 | 0219 | 0236 | 0241 | 634 | 006 | 3127 | 3588 | 371.6 | 347,7 31 24,0 2
0,050 | 0651 | 0665 | 0,685 | 2535 0,050 | 0382 | 0407 | 0442 | 12,68 0,048 | 0222 | 0237 | 0247 | 634 3148 | 367.8 | 3825 | 355,0 36 0,0 0
E-108-r_obt_13 0,050 | 0470 | 0496 | 0546 | 2567 | 026 | 0049 | 0290 | 0322 | 0348 | 1284 | 013 | 0049 | 0214 | 0218 | 0255 | 642 | 006 | 2201 | 2734 | 3632 | 288,6 68 63,9 15
E-095-r_obt_13 0,060 | 0616 | 0624 | 0645 | 2572 | 026 | 0049 | 0349 | 0333 | 0361 | 12.86 | 013 | 0048 | 0,199 | 0215 | 0215 | 643 | 006 | 2861 | 3006 | 3257 | 304,1 20 93,9
E-173-h_obt_35 0,048 | 0452 | 0451 | 0463 | 2003 | 020 | 0048 | 0288 | 0280 | 0295 | 1001 | 010 [ 0056 | 0,195 | 019 | 0194 | 501 | 005 | 2457 | 2708 | 2763 | 264,3 | 16,3 19,1 1
E-180-r_obt_35 0,049 | 0489 | 0481 | 0475 | 20,10 | 020 | 0049 | 0315 | 0309 | 0316 | 1005 | 010 | 0048 | 0210 | 0217 | 0218 | 502 | 005 | 2612 | 3026 | 3500 | 304,6 | 44,5 76,7 11
E-172-h_bal_34 0,048 | 0471 | 0475 | 0492 | 1999 | 020 | 0048 | 0315 | 0308 | 0324 | 999 | 010 | 0047 | 0207 | 0205 | 0206 | 500 | 005 | 2618 | 3087 | 33L1 | 300,5 | 354 34,2 4
E-189-r_bal_34 0,050 | 0531 | 0531 | 0565 | 20,15 | 020 | 0050 | 0326 | 0331 | 0344 | 1008 | 010 | 0059 | 0224 | 0218 | 0232 | 504 | 005 | 2994 | 3273 | 3461 | 3243 | 23,5 63,6 5
E-223-h_alp_46 0051 | 0361 | 0352 | 0363 | 2007 | 020 | 0048 | 0238 | 0242 | 0245 | 1004 | 010 | 0048 | 0179 | 0,181 | 0182 | 502 | 005 | 2229 | 2575 | 3116 | 264,0 | 44,7 17,3 3
E-234-r_alp_46 0,050 | 0331 | 0340 | 0309 | 2008 | 020 | 0049 | 0242 | 0236 | 0230 | 1004 | 010 | 0048 | 0,176 | 0175 | 0170 | 502 | 005 | 1975 | 2466 | 2885 | 2442 | 45,6 64,6 12
E-121-h_ac_04 0057 | 0526 | 0533 | 0543 | 2546 | 025 | 0050 | 0309 | 0331 | 0346 | 1273 | 013 | 0051 | 0225 | 0250 | 0242 | 636 | 006 | 2424 | 2841 | 3834 | 303,3 72 25,6 6
E-082-r_ac_04 0052 | 0876 | 0891 | 0926 | 29,61 | 030 | 0051 | 0531 | 0573 | 0566 | 1481 | 015 | 0,050 | 0343 | 0369 | 0376 | 740 | 007 | 3697 | 4420 | 5454 | 4524 88 56,2 11
E-122-h_ac_05 0,050 | 0493 | 0534 | 0538 | 2577 | 026 | 0050 | 0319 | 0353 | 0356 | 12.88 | 013 | 0,049 | 0255 | 0247 | 0239 | 644 | 006 | 2370 | 2947 | 397.5 | 309,8 81 437 11
E-085-r_ac_05 0053 | 0699 | 0769 | 0714 | 2552 | 026 | 0051 | 0421 | 0452 | 0472 | 1276 | 013 | 0051 | 0253 | 0285 | 0283 | 638 | 006 | 3419 | 4034 | 4520 | 399,1 55 71,1 10
E-123-h_ac_06 0,049 | 0450 | 0458 | 0481 | 2573 | 026 | 0049 | 0284 | 0293 | 0332 | 1287 | 013 | 0048 | 0217 | 0225 | 0220 | 643 | 006 | 2083 | 2557 | 3477 | 270,6 71 13,9 4
E-086-r_ac_06 0,053 | 0653 | 0662 | 0710 | 3639 | 036 | 0052 | 0371 | 0402 | 0406 | 18,19 | 018 | 0051 | 0234 | 0250 | 0261 | 9,10 | 009 | 2212 | 2424 | 2804 | 248,0 30 44,9 5
E-124-h_ac_07 0,050 | 0599 | 0601 | 0588 | 2565 | 026 | 0049 | 0380 | 0403 | 0388 | 1283 | 013 | 0049 | 0245 | 0256 | 0259 | 641 | 006 | 2759 | 3443 | 4124 | 344,2 68 32,4 6
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Emilija Sviréev

- - - - CAS_7K_ I: y=0,07724x
% % E g} E‘ % E (R‘=0,9.9755); 1I:
% 2 ? 2 ? 2 ? g_alna kis. 760nm: mg eqGA/g SE mg eqGA/g
e = = = = = = y—0,27597x+0,0335 droge
2 AR S = | = | 2®=0,9986), 11I:
3 j O oi O j O jna y=0,060x+0,039
(R?=0,990)
: T E| s 2| s 22l 2| 3| =
gl 2| 2| = §9 §0 2| 2| = % §° gl 2| 2| = §9 §° 2|2l # +
E-087-r_ac_07 0052 | 0770 | 0795 | 0811 | 2575 | 026 | 0050 | 0431 | 0450 | 0468 | 12,87 | 0.13 | 0049 | 025 | 0291 | 0299 | 644 | 006 | 3719 | 4022 | 4694 | 414,5 50 79,5 10
E-125-h_all_08 0,048 | 0471 | 0475 | 0505 | 2577 | 026 | 0052 | 0282 | 0287 | 0310 | 12.88 | 013 | 0050 | 0,196 | 0229 | 0266 | 644 | 006 | 2187 | 2423 | 3627 | 274,6 77 39,5 11
E-088-r_all_08 0,051 | 0433 | 0454 | 0464 | 2649 | 026 | 0050 | 0244 | 0265 | 0273 | 1324 | 013 | 0050 | 0,170 | 0178 | 0207 | 6,62 | 007 | 1952 | 2060 | 2646 | 221,9 37 29,2 5
E-126-h_all_09 0,049 | 0629 | 0658 | 0674 | 2573 | 026 | 0048 | 0381 | 0402 | 0447 | 1287 | 013 | 0048 | 0245 | 0294 | 0335 | 643 | 006 | 3041 | 3638 | 4889 | 385,6 94 485 12
E-089-r_all_09 0,053 | 0635 | 0628 | 0646 | 2560 | 026 | 0055 | 0377 | 0383 | 0407 | 1280 | 013 | 0050 | 0221 | 0231 | 0236 | 640 | 006 | 2952 | 3379 | 3625 | 331,9 34 294 3
E-127-h_all_10 0,050 | 0548 | 0550 | 0574 | 2568 | 026 | 0048 | 0320 | 0325 | 0350 | 12.84 | 013 | 0049 | 0218 | 0230 | 0241 | 642 | 006 | 2561 | 2865 | 3637 | 302,1 55 41,1 8
E-090-r_all_10 0,054 | 0537 | 0523 | 0627 | 2560 | 026 | 0050 | 0335 | 0349 | 0373 | 1280 | 0.13 | 0,050 | 0222 | 0240 | 0261 | 640 | 006 | 257.1 | 3063 | 3859 | 316,4 65 33,1 7
E-128-h_all_10 0,048 | 0489 | 0478 | 0493 | 2582 | 026 | 0048 | 0303 | 0308 | 0326 | 1291 | 013 | 0049 | 0200 | 0,187 | 0212 | 645 | 006 | 2199 | 2650 | 3016 | 262,1 41 21,7 3
E-091-r_all_10 0052 | 0399 | 0420 | 0441 | 2542 | 025 | 0052 | 0238 | 0235 | 0256 | 1271 | 013 | 0050 | 0,178 | 0,194 | 0194 | 636 | 006 | 187.1 | 1949 | 2822 | 2214 53 21,2 5
E-129-h_all_10 0,051 | 0517 | 0569 | 0556 | 2578 | 026 | 0049 | 0318 | 0349 | 0327 | 1289 | 013 | 0049 | 0205 | 0227 | 0238 | 644 | 006 | 2495 | 2838 | 3511 | 294,8 52 28,0 5
0,050 | 0520 | 0,584 | 0,559 | 2578 0,048 | 0318 | 0352 | 0328 | 12:89 0,048 | 0206 | 0226 | 0238 | 644 2532 | 2856 | 3519 | 296,9 50 0,0 0
E-092-r_all_10 0053 | 0716 | 0732 | 0749 | 2577 | 026 | 0051 | 0455 | 0469 | 0494 | 12,88 | 013 | 0049 | 0292 | 0307 | 0317 | 644 | 006 | 3413 | 4233 | 5157 | 426,8 87 484 10
E-130-h_all_11 0,049 | 0477 | 0525 | 0531 | 2569 | 026 | 0052 | 0295 | 0324 | 0313 | 1284 | 013 | 0049 | 0,189 | 0207 | 0217 | 642 | 006 | 2330 | 2607 | 3130 | 268,9 41 24,0 4
0,050 | 0481 | 0526 | 0533 | 2569 0,052 | 0297 | 0323 | 0310 | 12,84 0,049 | 0,191 | 0208 | 0222 | 642 2337 | 2606 | 3196 | 2713 44 0,0 0
E-093-r_all_11 0052 | 0540 | 0538 | 0598 | 2560 | 026 | 0049 | 0314 | 0311 | 0337 | 1280 | 013 | 0049 | 0219 | 0238 | 0253 | 640 | 006 | 2560 | 2743 | 3811 | 303,8 68 29,3 7
E-131-h_all_I2 0,049 | 0506 | 0535 | 0527 | 2584 | 026 | 0049 | 0293 | 0323 | 0331 | 1292 | 013 | 0051 | 0,189 | 0216 | 0226 | 646 | 006 | 2375 | 2677 | 3195 | 274,9 41 33,7 5
0,049 | 0505 | 053 | 0527 | 2584 0,048 | 0294 | 0323 | 0335 | 12,92 0,051 | 0,190 | 0216 | 0228 | 646 2376 | 2702 | 3212 | 276,3 42 0,0 0
E-094-r_all_12 0,050 | 0508 | 0502 | 0567 | 2585 | 026 | 0048 | 0315 | 0328 | 0356 | 1292 | 013 | 0047 | 0,196 | 0201 | 0217 | 646 | 006 | 2386 | 2853 | 3154 | 279,7 39 39,4 5
E-170-h_all_32 0,048 | 0420 | 0439 | 0437 | 2005 | 020 | 0048 | 0264 | 0282 | 0289 | 1003 | 010 [ 0048 | 0209 | 0190 | 0200 | 501 | 005 | 2209 | 2587 | 3104 | 266,3 | 40,8 27,0 4
E-178-r_all_32 0,049 | 0394 | 0406 | 0414 | 1993 | 020 | 0048 | 0286 | 0273 | 0275 | 996 | 010 | 0048 | 0202 | 0195 | 0187 | 498 | 005 | 2124 | 2500 | 2979 | 2564 | 42,8 15,1 3
E-187-h_allM_40 | 0057 | 0363 | 0350 | 0367 | 2005 | 020 | 0052 | 0256 | 0252 | 0257 | 1002 | 010 | 0053 | 0170 | 0171 | 0176 | 501 | 005 | 1772 | 2230 | 2266 | 208,9 | 27,5 21,9 3
E-188-r_allM_40 | 0051 | 0895 | 0931 | 0888 | 20,14 | 020 | 0049 | 0551 | 0573 | 0593 | 1007 | 010 | 0050 | 0331 | 0338 | 0353 | 504 | 005 | 5361 | 6396 | 6729 | 6162 | 71,3 | 1013 | 12
E-133-h_avi_l5 0,051 | 0356 | 0365 | 0380 | 2565 | 026 | 0049 | 0213 | 0219 | 0235 | 1282 | 013 | 0059 | 0,145 | 0151 | 0,165 | 641 | 006 | 1596 | 1752 | 1923 | 1757 16 16,8 2
E-096-r_avi_15 0051 | 0556 | 0555 | 0580 | 2523 | 025 | 0048 | 0324 | 0302 | 0327 | 1262 | 013 | 0050 | 0200 | 0225 | 0222 | 631 | 006 | 2629 | 2767 | 3399 | 2932 41 25,3 4
E-134-h_avi_l5 0,047 | 0313 | 0324 | 0337 | 2570 | 026 | 0046 | 0206 | 0236 | 0220 | 1285 | 013 | 0047 | 0,137 | 0153 | 0,155 | 642 | 006 | 1400 | 1756 | 2044 | 1734 32 25,2 5
E-097-r_avi_15 0,050 | 0447 | 0446 | 0472 | 2590 | 026 | 0049 | 0273 | 0264 | 0281 | 1295 | 013 | 0052 | 0,173 | 0191 | 0191 | 647 | 006 | 2027 | 2237 | 2662 | 230,9 32 25,0 4
E-135-h_avi_16 0,049 | 0378 | 0382 | 0395 | 2586 | 026 | 0046 | 0213 | 0216 | 0229 | 1293 | 013 | 0050 | 0,151 | 0,149 | 0,168 | 646 | 006 | 1683 | 1732 | 2114 | 84,3 24 19,8 3
E-098-r_avi_16 0,049 | 0520 | 0558 | 0588 | 2563 | 026 | 0049 | 0320 | 0352 | 0368 | 12,82 | 0.13 | 0049 | 0,197 | 0224 | 0228 | 641 | 006 | 2557 | 3009 | 3389 | 2985 42 28,6 4
E-099-r_avi_16 0,050 | 0739 | 0819 | 0814 | 2978 | 030 | 0049 | 0429 | 0494 | 0496 | 1489 | 015 | 0051 | 0275 | 0307 | 0325 | 745 | 007 | 3220 | 3684 | 4365 | 375,6 58 31,7 5
E-136-h_avi_17 0,050 | 0351 | 0391 | 0351 | 2567 | 026 | 0050 | 0207 | 0217 | 0327 | 1283 | 013 | 0047 | 0,135 | 0138 | 0,147 | 642 | 006 | 1582 | 2024 | 1877 | 82,8 23 15,7 2
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Doktorska disertacija

- - - - CAS_7;<_I: y=0,07724x
% % E g} E % E (R‘=0,9.9755); 1I:
% E ? 2 ? 2 ? galna kis. 760nm: mg eqGA/g SE mg eqGA/g
e = = = = = = y=0,07597x+0,0335 droge
E AN IS s S| = | 2(R=0,9986), III:
3 j O oi O j O jna y=0,060x+0,039
(R?=0,990)
— —~ = . .| —_ — —
sl e |z |5 5|8 == 2|5 5|22 =|3|3|E|F| ¢ . .
E-100-r_avi_17 0,050 | 0585 | 0592 | 0,632 | 2547 | 025 | 0049 | 0350 | 0353 | 0387 | 1274 | 013 | 0049 | 0217 | 0247 | 0270 | 637 | 006 | 2812 | 3196 | 3980 | 333,0 60 25,6 5
E-137-h_avi_18 0,051 | 0490 | 0515 | 0559 | 2572 | 026 | 0051 | 0315 | 0356 | 0372 | 1286 | 013 | 0052 | 0215 | 0257 | 0255 | 643 | 006 | 2370 | 2089 | 3829 | 306,2 73 36,3 9
E-137cc-h_avi_18 | 0049 | 0512 | 0501 | 0518 | 2556 | 026 | 0048 | 0332 | 0318 | 0325 | 1278 | 0.3 | 0048 | 0201 | 0210 | 0216 | 639 | 006 | 2336 | 2804 | 3254 | 279,8 46 43,6 7
E-101-r_avi_18 0,050 | 0461 | 0477 | 0523 | 2586 | 026 | 0049 | 0289 | 0316 | 0366 | 1293 | 0.13 | 0049 | 0,193 | 0203 | 0243 | 646 | 006 | 2189 | 2754 | 3289 | 2744 55 26,7 5
E-101cc-r_avi_18 | 0052 | 0493 | 0516 | 0507 | 2584 | 026 | 0,057 | 0293 | 0319 | 0340 | 1292 | 013 | 0049 | 0196 | 0219 | 0238 | 646 | 006 | 2269 | 2608 | 337.9 | 275,2 57 24,5 5
E-138-h_avi_19 0,052 | 0491 | 0495 | 0501 | 2574 | 026 | 0050 | 0288 | 0308 | 0330 | 12.87 | 013 | 0049 | 0218 | 0226 | 0246 | 644 | 006 | 2233 | 2606 | 3643 | 282,8 73 37,1 10
E-102-r_avi_19 0,049 | 0576 | 0604 | 0583 | 2687 | 027 | 0049 | 0305 | 0318 | 0330 | 1343 | 013 | 0048 | 0,190 | 0198 | 0201 | 672 | 007 | 2595 | 2586 | 2850 | 267,7 15 18,7 1
E-139-h_mar 20 | 0,051 | 0878 | 0915 | 0922 | 2578 | 026 | 0050 | 0509 | 0510 | 0525 | 12.89 | 0.13 | 0,051 | 0317 | 0336 | 0325 | 644 | 006 | 4290 | 467.0 | 5538 | 483,3 64 95,9 13
E-103-r_mar_20 0049 | 0820 | 0791 | 0842 | 2580 | 026 | 0048 | 0450 | 0433 | 0469 | 1290 | 013 | 0048 | 0272 | 0278 | 0316 | 645 | 006 | 3859 | 4046 | 4836 | 424,7 52 63,6 8
E-140-h_bis_21 0,051 | 0,656 | 0656 | 0708 | 2579 | 026 | 0050 | 0394 | 0404 | 0476 | 1289 | 013 | 0,049 | 0253 | 0259 | 0290 | 645 | 006 | 3125 | 3763 | 4380 | 375,6 63 45,5 8
E-104-r_bis_21 0,049 | 0829 | 0842 | 0849 | 34,68 | 035 | 0048 | 0453 | 0485 | 0486 | 17,34 | 017 | 0,048 | 0269 | 0287 | 0295 | 867 | 009 | 2952 | 3184 | 3513 | 321,7 28 454 4
E-174-h_bis_36 0,048 | 0293 | 0299 | 0298 | 1990 | 020 | 0048 | 0,197 | 0202 | 0205 | 995 | 010 | 0052 | 0,138 | 0142 | 0149 | 498 | 005 | 1427 | 1577 | 1526 | 151,0 7,7 16,4 1
E-225-h_bis_47 0047 | 0177 | 0175 | 0,175 | 20,10 | 020 | 0047 | 0169 | 0141 | 0171 | 1005 | 010 | 0049 | 0,151 | 0142 | 0112 | 503 | 005 | 744 | 1240 | 1567 | 1183 | 41,4 13,7 5
E-236-r_bis_47 0,050 | 0525 | 0506 | 0507 | 20,16 | 020 | 0050 | 0337 | 0316 | 0333 | 1008 | 010 | 0048 | 0234 | 0208 | 0219 | 504 | 005 | 3504 | 3961 | 4393 | 3953 | 44,4 | 130,8 | 15
E-149-h_amp_30 | 0048 | 0571 | 0576 | 0594 | 2567 | 026 | 0,048 | 0329 | 0344 | 0351 | 1284 | 013 | 0047 | 0203 | 0222 | 0225 | 642 | 006 | 2683 | 2954 | 3419 | 301,9 37 41,6 5
E-150-h_amp_31 | 0057 | 0572 | 0594 | 0599 | 2583 | 026 | 0050 | 0341 | 0354 | 0355 | 1291 | 013 | 0048 | 0208 | 0236 | 0227 | 646 | 006 | 2664 | 3013 | 3528 | 306,9 43 40,4 6
E-141-h_hyd 22 | 0051 | 0442 | 0450 | 0460 | 2574 | 026 | 0048 | 0261 | 0287 | 0307 | 1287 | 013 | 0047 | 0202 | 0208 | 0241 | 643 | 006 | 2014 | 2381 | 3415 | 260,3 73 20,0 6
E-105-r_hyd_22 0,048 | 0371 | 0407 | 0411 | 2560 | 026 | 0048 | 0237 | 0257 | 0256 | 1280 | 013 | 0049 | 0,143 | 0163 | 0173 | 640 | 006 | 1762 | 2045 | 2246 | 201,8 24 19,0 2
E-142-h_hyd_23 0,049 | 0569 | 0573 | 0,606 | 2548 | 025 | 0048 | 0320 | 0348 | 0336 | 1274 | 013 | 0,048 | 0225 | 0254 | 0289 | 637 | 006 | 2714 | 2918 | 4227 | 328,6 82 29,1 7
E-109-r_hyd_23 0,048 | 0322 | 0326 | 0349 | 2580 | 026 | 0048 | 0180 | 0220 | 0214 | 1290 | 013 | 0048 | 0,135 | 0157 | 0164 | 645 | 006 | 1426 | 1572 | 2096 | 169,8 35 22,2 5
E-145-h_hyd 27 | 0048 | 0409 | 0429 | 0457 | 2572 | 026 | 0,050 | 0261 | 0311 | 0305 | 1286 | 0.3 | 0048 | 0202 | 0224 | 0265 | 643 | 006 | 1931 | 2435 | 3669 | 267,9 89 18,1 6
E-113-r_hyd_27 0056 | 0271 | 0293 | 0310 | 2570 | 026 | 0049 | 0,198 | 0229 | 0217 | 1285 | 013 | 0049 | 0,147 | 0,188 | 0162 | 643 | 006 | 1186 | 167.5 | 2350 | 173,7 58 17,5 6
E-146-h_hyd 27 | 0049 | 0516 | 0554 | 0547 | 2565 | 026 | 0049 | 0316 | 0332 | 0347 | 1283 | 0.13 | 0048 | 0213 | 0227 | 0237 | 641 | 006 | 2475 | 2854 | 3579 | 296,9 56 23,7 4
E-114-r_hyd_27 0,050 | 0438 | 0453 | 0452 | 2562 | 026 | 0049 | 0289 | 0314 | 0280 | 12,81 | 013 | 0049 | 0,195 | 0215 | 0,191 | 641 | 006 | 2008 | 2484 | 3050 | 2514 52 18,3 4
E-143-h_lap_24 0,108 | 0341 | 0358 | 0349 | 2560 | 026 | 0139 | 0217 | 0215 | 0232 | 1280 | 013 | 0048 | 0,156 | 0163 | 0,191 | 640 | 006 | 1222 | 830 | 2465 | 150,5 85 16,4 9
E-110-r_lap_24 0,050 | 0,197 | 0211 | 0219 | 2582 | 026 | 0049 | 0156 | 0,192 | 0,178 | 1291 | 013 | 0048 | 0,134 | 0154 | 0,156 | 646 | 006 | 799 | 1262 | 2005 | 1355 61 7,3 3
E-144-h_lap_25 0,050 | 0519 | 0521 | 0558 | 2545 | 025 | 0050 | 0307 | 0316 | 0361 | 1273 | 013 | 0056 | 0,188 | 0201 | 0214 | 636 | 006 | 2457 | 2832 | 2943 | 2744 25 28,0 3
E-111-r_lap_25 0,050 | 0686 | 0714 | 0715 | 2566 | 026 | 0049 | 0364 | 0378 | 0391 | 12.83 | 013 | 0,048 | 0233 | 0243 | 0259 | 641 | 006 | 3303 | 3320 | 397.1 | 353,1 38 19,3 2
E-112-r_lap_26 0,049 | 0360 | 0394 | 0402 | 12,80 0,049 | 0215 | 0246 | 0245 | 640 0,048 | 0,164 | 0,173 | 0,189 | 3,20 3396 | 3772 | 5136 | 410,1 92 31,7 7
E-147-h_lap_28 0,050 | 0569 | 058 | 0576 | 2571 | 026 | 0049 | 0354 | 0366 | 0377 | 12.85 | 013 | 0050 | 0252 | 0275 | 0283 | 643 | 0.06 | 2655 | 3191 | 4418 | 3422 90 22,5 6
E-115-r_lap_28 0,056 | 0403 | 0416 | 0430 | 2567 | 026 | 0049 | 0255 | 0260 | 0269 | 12,84 | 013 | 0051 | 0,190 | 0199 | 0202 | 642 | 006 | 18L6 | 2139 | 2949 | 230,2 58 15,7 4
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Emilija Sviréev

Casx It y=0,07724x

s = = = 2
E: E | E | 2 E | T | R=099755:1E:
g | g w5 % | 5 | galnakis. 760nm: mg eqGA/g
Z = = = . y
% 2| E = | E = | E | y20,07597x+0,0335 | MBCACA/ZSE | TG00
E IS S | 2 | 2(R>=0,9986), III:
N 2 S 4 S =z S | jna y=0,060x+0,039
o &) Q o
(R?=0,990)
B ) . 'J N — —_ —

sl o | o | 2 | BLIEl 5] 2l «| 2| BI1El s ]l |2 || B33

E] o Q = £ = 2 e g Z = S g 2 @ Z = = ) eh e + +

< 2 g < 3 %D < 3 £ ) S =

E-175-h_lap_37 0,049 0,279 0,287 0,291 19,54 0,20 0,047 0,186 0,198 0,202 9,77 0,10 0,047 0,141 0,155 0,152 4,89 0,05 136,9 1543 185,5 158,9 24,6 18,6
E-181-r_lap_37 0,049 0,376 0,388 0,387 19,80 0,20 0,048 0,240 0,243 0,246 9,90 0,10 0,047 0,173 0,189 0,181 4,95 0,05 200,4 2153 267,2 227,6 35,1 21,4
E-148-h_per_29 0,051 0,646 0,679 0,703 25,20 0,25 0,049 0,412 0,413 0,423 12,60 0,13 0,049 0,278 0,278 0,297 6,30 0,06 3213 376,8 484.,6 394,2 83 30,4
E-116-r_per_29 0,049 0,462 0,474 0,499 25,62 0,26 0,050 0,290 0,306 0,311 12,81 0,13 0,049 0,175 0,204 0,215 6,40 0,06 2169 2553 301,1 257,8 42 21,3

E-176-h_per_38 0,048 0,519 0,519 0,515 20,06 0,20 0,048 0,313 0,317 0,339 10,03 0,10 0,048 0,207 0,202 0,221 5,01 0,05 286,1 3174 3384 313,9 26,3 36,6

E-182-r_per_38 0,048 0,347 0,346 0,367 19,92 0,20 0,048 0,213 0,221 0,249 9,96 0,10 0,046 0,158 0,181 0,183 4,98 0,05 179.,6 193.8 2483 207,2 36,3 24,0

E-177-h_esc_39 0,048 0,471 0,475 0,492 19,99 0,20 0,048 0,315 0,308 0,324 9,99 0,10 0,047 0,207 0,205 0,206 5,00 0,05 2618 308,7 3311 300,5 35,4 18,9

NIN|A[W|WwW[n|w|w

E-183-r_esc_39 0,048 0,427 0,466 0,433 19,96 0,20 0,046 0,279 0,282 0,291 9,98 0,10 0,047 0,190 0,217 0,213 4,99 0,05 238,0 268,8 332,0 279,6 47,9 13,4
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8.3

REZULTATI TESTA NA UKUPNE FLAVONOIDE

Tabele od 8-8 do 8-10 Vrednosti apsorbanciji(A;, A, i A;) rastvora kvercetina, i odgovarajuce radne koncentracije ovog standarda za
crtanje kalibracione krive u testu odredivanja ukupnih flavonoida u ekstraktima

Grafici od 8-4 do 8-6 Kalibracione krive rastvora kvercetina, merene na 415 nm

1 serija: kvercetin na 415nm, y=0,041x - 0,006 (R2=0,998)

C* pocema €* radna € radna A A, As Aor Ay -Agg stdev
pg/ml pg/ml
154,8 1548 13,83 0904 0,82 0,961 0,321 0,574 0,071
129 12,9 11,53 0,753 0,683 0,806 0,27 0,477 0,062
103,2 10,32 9,22 0,618 0,557 0,654 0,232 0,378 0,049
82,56 8,256 7,38 0539 0426 0,495 0,199 0,287 0,057
61,92 6,192 553 0383 0357 0,399 0,162 0,218 0,021
41,28 4,128 3,69 0,27 024 0,242 0,118 0,132 0,017
20,64 2,064 1,84 0,156 0,144 0,153 0,077 0,075 0,006
10,32 1,032 0,92 0,103 0,097 0,103 0,062 0,039 0,003
0 0 0 0,047 604+ 0,046 0,045 0,001 0
*dihidrat
1 serija: kvercetin na 415nm, y=0,046x - 0,005 (R2=0,995)
C* pocema €* radna € radna A A, As Aor Ay -Agy stdev
pg/ml pg/ml
101,8 10,18 9,10 0,598 0,597 0,606 0,176 0,424 0,005
81,5 8,148 7,28 0,515 0,506 0,519 0,165 0,348 0,006
61,1 6,111 546 0362 0373 0384 0,14 0,233 0,011
50,9 5,092 4,55 0,34 0334 0,341 0,144 0,194 0,004
40,7 4,074 3,64 0278 0282 0,292 0,112 0,172 0,007
30,6 3,055 2,73 0,221 0222 0225 0,093 0,129 0,002
20,4 2,037 1,82 0,169 0,164 0,162 0,087 0,078 0,004
10,2 1,018 091 0,106 0,104 0,104 0,07 0,035 0,001
5,0 0,504 045 0,078 0,076 0,076 0,071 0,006 0,001
2,6 0,257 0,23 0,061 0,061 0,06 0,051 0,010 0,001
1,2 0,123 0,11 0,055 0,054 0,054 0,052 0,002 0,000
0,0 0 0 0,047 0,047 0,058 0,046 0,005 0,006
I serija: kvercetin na 415nm, y=0,051x - 0,001 (R2=0,998)
* pocema €*radna € raana Al A, Aj Aor Ay -Ay, stdev
pg/ml pg/ml
137,6 13,76 12,29 0864 0,866 0,818 0,218 0,631 0,027
116,1 11,61 10,37 0,689 0,768 0,704 0,196 0,524 0,042
90,32 9,032 8,07 0,572 0,562 0,553 0,157 0,405 0,009
68,83 6,883 6,15 0484 0477 0,46 0,141 0,333 0,012
51,60 5,160 4,61 0326 0,332 0319 0,111 0,215 0,006
38,73 3,873 346 0251 0,248 0,246 0,065 0,183 0,002
19,36 1,936 1,73 0,15 0,149 0,145 0,066 0,082 0,002
9,625 0,963 0,86 0,095 0,099 0,092 0,055 0,04 0,003
4,813 0,481 0,43 0,067 0,064 0,065 0,047 0,018 0,001
2,462 0,246 0,22 0,062 0,056 0,053 0,04 0,016 0,005
0,0 0,000 0 0,04 0,046 0,04 0,04 0,002 0,004

A 415nm

A 415nm

A 415nm
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Tabela 8-11 Prikaz rezultata odedivanja sadrZaja ukupnih flavonoida u ispitivanih ekstraktima. Prikazane su apsorbancije radnih proba (u tri ponavljanja) na tri koncentracije kao i apsorbancije
korekcija, snimani na415nm. Prikazane su i koncentracije ekstrakata u well-u (radna koncentracija u pg/mL, ali i pocetne koncentracije istih ekstrakata u mg/mL). Rezultati su konacno izraZeni kao mg
ekv. Kvercetina/l g SE. Rezultat je prepacunat na biljni materijal i prikazan kao mg ekv. Kvercetina/l g droge.

Casx I kvercetin

_ _ _ 415nm: y=0,04151x -

% E % E % E 0,00635 (RZ=_O,99794);

2 ? 2 ? 2 ? EI: kvercetin_415: mg eqQ/g mg eqQ/g

3 = 3 = 3 = y_20,04604x-0,002$ 3 SE droge
z = z = z = (R"=0,98998), I1I: jna
oi S oi S oi QS kvercetin_415nm:
y=0,051x-0,001
(R?=0,998)
= = = — — —
gl 2| 2] = EL Sl & 2| 9| = EL Sl & 2| 9| = EL Sl 2| 2| 3 # #

=3 € =3 € 3 € = = =
E-117-h_pat_01 0,144 | 0383 | 0375 | 0415 | 201,0 | 2,01 | 0,103 | 0207 | 0,192 | 0216 | 100,5 | 1,00 | 0,087 | 0,175 | 0,167 | 0,182 | 77,3 0,77 30,4 25,9 29 28,5 2 3,1 0
E-084-r_pat_01 0351 | 0370 | 0351 | 039 | 401,4 | 401 | 0,196 | 0204 | 0,197 | 0211 | 200,7 | 2,01 | 0,155 | 0,163 | 0,158 | 0,171 | 1544 | 1,54 1,6 1,7 2,5 2,0 0 0,5 0
E-118-h_pat_02 0,180 | 0,578 | 0,534 | 0615 | 402,2 | 4,02 | 0,117 | 0298 | 0,298 | 0,335 | 201,1 | 2,01 | 0,115 | 0,277 | 0,253 | 0,292 | 154,7 | 155 24,0 24,0 26 24,6 1 4,0 0
E-083-r_pat_02 0,224 | 0219 | 0225 | 0239 | 401,6 | 4,02 | 0,128 | 0,129 | 0,125 | 0,134 | 200,8 | 2,01 | 0,108 | 0,110 | 0,107 | 0,117 | 154,5 | 1,54 0,6 0,9 1,6 1,0 1 0,2 0
E-119-h_pat_03 0,153 | 0412 | 0392 | 0465 | 200,0 | 2,00 | 0,111 | 0221 | 0,207 | 0,238 | 100,0 | 1,00 | 0,101 | 0,187 | 0,185 | 0,202 | 769 | 0,77 33,3 28,2 30 30,6 3 3,1 0
E-106-r_pat_03 0,209 | 0201 | 0,198 | 0217 | 2002 | 2,00 | 0,125 | 0,125 | 0,124 | 0,132 | 100,1 | 1,00 | 0,109 | 0,105 | 0,106 | 0,112 | 77,0 | 0,77 0,3 1,8 1,5 1,2 1 0,2 0
E-120-h_pat_03 0233 | 0276 | 05544 | 0,590 | 2004 | 2,00 | 0,136 | 0,301 | 0,309 | 0314 | 1002 | 1,00 | 0,116 | 0257 | 0242 | 0275 | 77.1 0,77 29,3 429 46 39,5 9 4,1 1
E-107-r_pat_03 0,150 | 0,163 | 0,141 | 0,159 | 200,3 | 2,00 | 0,097 | 0,098 | 0,095 | 0,104 | 100,1 | 1,00 | 0,087 | 0,088 | 0,088 | 0,091 | 77,0 0,77 1,3 1,9 2,6 19 1 0,2 0
E-171-h_cri_33 0,198 | 0,396 | 0395 | 0404 | 1994 | 1,99 | 0,129 | 0220 | 0,225 | 0227 | 99,7 1,00 | 0,089 | 0,137 | 0,137 | 0,142 | 49,9 0,50 22,1 21,4 22,8 22,1 0,7 2,6 0
E-179-r_cri_33 0,190 | 0,187 | 0,193 | 0,189 | 200,5 | 2,01 | 0,117 | 0,120 | 0,123 | 0,126 | 100,3 | 1,00 | 0,085 | 0,085 | 0,087 | 0,086 | 50,1 0,50 0,2 1,9 1,8 1,3 0,9 0,3 0
E-132-h_obt_13 0,166 | 0315 | 0,298 | 0344 | 197.8 | 198 | 0,108 | 0,177 | 0,163 | 0,188 | 98,9 | 099 | 0,97 | 0,158 | 0,150 | 0,170 | 76,1 0,76 19,5 18,1 21,7 19,8 2 14 0
E-108-r_obt_13 0,309 | 0297 | 0293 | 0317 | 2002 | 2,00 | 0,172 | 0,168 | 0,161 | 0,178 | 100,1 | 1,00 | 0,134 | 0,144 | 0,138 | 0,148 | 77,0 | 077 0,0 0,8 4,7 1,8 3 04 1
E-095-r_obt_13 0,150 | 0,147 | 0,151 | 0,162 | 200,6 | 2,01 | 0,095 | 0,97 | 0,095 | 0,101 | 100,3 | 1,00 | 0,084 | 0,087 | 0,086 | 0089 | 772 | 077 1,2 2,1 3,1 2,1 1 0,7 0
E-173-h_obt_35 0,143 | 0271 | 0277 | 0,281 | 2003 | 2,00 | 0,097 | 0,155 | 0,164 | 0,165 | 100,1 | 1,00 | 0,075 | 0,106 | 0,107 | 0,110 | 50.1 0,50 14,7 14,6 15,5 15,0 0,5 1,1 0
E-180-r_obt_35 0264 | 0300 | 0302 | 0301 | 201,0 | 2,01 | 0,176 | 0,174 | 0,176 | 0,181 | 100,5 | 1,00 | 0,106 | 0,113 | 0,112 | 0,112 | 502 0,50 43 0,8 4,0 3,1 19 0,8 0
E-172-h_bal_34 0,117 | 0472 | 0480 | 0475 | 199,9 | 2,00 | 0,090 | 0277 | 0274 | 0,280 | 99,9 | 1,00 | 0,074 | 0,163 | 0,163 | 0,166 | 50,0 | 0,50 39,2 41,2 40,4 40,3 1,0 4,6 0
E-189-r_bal_34 0,309 | 0348 | 0315 | 0,327 | 201,5 | 2,02 | 0,185 | 0,197 | 0,185 | 0,183 | 1008 | 1,01 | 0,124 | 0,131 | 0,124 | 0,122 | 504 0,50 2,5 14 2,0 2,0 0,6 0,4 0
E-223-h_alp_46 0342 | 0622 | 0593 | 0610 | 401,4 | 401 | 0,190 | 0317 | 0325 | 0312 | 2007 | 2,01 | 0,119 | 0,186 | 0,190 | 0,183 | 100,4 | 1,00 13,1 12,6 13,4 13,0 0,4 0,9 0
E-234-r_alp_46 0,541 | 0,614 | 0580 | 0,570 | 401,6 | 4,02 | 0,290 | 0,305 | 0,302 | 0,299 | 200.8 | 2,01 | 0,177 | 0,185 | 0,178 | 0,174 | 1004 | 1,00 2.4 1,3 0,6 1,4 0,9 0,4 0
E-121-h_ac_04 0,194 | 0,542 | 0486 | 0,596 | 198,6 | 1,99 | 0,127 | 0,286 | 0,288 | 0312 | 993 | 099 | 0,116 | 0252 | 0,243 | 0271 | 764 0,76 43,0 424 45,9 43,8 2 3,7 0
E-082-r_ac_04 0,201 | 0213 | 0201 | 0229 | 231,0 | 231 | 0,123 | 0,122 | 0,119 | 0,129 | 1155 | 1,15 | 0,104 | 0,104 | 0,109 | 0,110 | 888 | 0,89 2,1 1,5 2,7 2,1 1 0,3 0
E-122-h_ac_05 0,143 | 0439 | 0445 | 0472 | 2010 | 2,01 | 0,099 | 0238 | 0,239 | 0,252 | 100,5 | 1,00 | 0,093 | 0204 | 0,198 | 0,221 | 77.3 0,77 37,8 36,2 37,9 37,3 1 5,3 0
E-085-r_ac_05 0,078 | 0,095 | 0,105 | 0,104 | 199,1 | 1,99 | 0,063 | 0,071 | 0,069 | 0,075 | 99,5 | 1,00 | 0,061 | 0,066 | 0,066 | 0071 | 766 | 077 3,6 3,7 43 3,9 0 0,7 0
E-123-h_ac_06 0,172 | 0458 | 0431 | 0501 | 200,7 | 2,01 | 0,119 | 0236 | 0,230 | 0,250 | 1004 | 1,00 | 0,104 | 0,196 | 0,188 | 0,202 | 772 | 0,77 35,7 30,3 30,6 32,2 3 1,7 0
E-086-r_ac_06 0,297 | 0297 | 0295 | 0319 | 283,8 | 2,84 | 0,165 | 0,164 | 0,165 | 0,172 | 141,9 | 1,42 | 0,139 | 0,143 | 0,140 | 0,148 | 1092 | 1,09 1,1 1.4 2.4 1,6 1 0,3 0
E-124-h_ac_07 0,167 | 0499 | 0470 | 0,529 | 200,1 | 2,00 | 0,115 | 0262 | 0,237 | 0,279 | 100,0 | 1,00 | 0,102 | 0,216 | 0,204 | 0235 | 770 | 0,77 40,8 36,2 38,3 385 2 3,6 0
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Cask I kvercetin

_ _ _ 415nm: y=0,04151x -

% E g E % E 0,00635 (RZ=_O,99794);
2 ? 2 ? 2 ? EI: kvercetin_415: mg eqQ/g mg eqQ/g

3 = 3 = 3 = y_20,04604x-0,002$ 3 SE droge
z = z = z < (R"=0,98998), I1I: jna
oi S oi S oi Q kvercetin_415nm:
y=0,051x-0,001
(R?=0,998)

- = - = — = = 0 =
2| 2| = gEf ?;) e | 2| = gEf ?;) e | 2| = gEf ?;) é-ﬁ éﬁ é-ﬁ # #
E-087-r_ac_07 0,122 | 0,145 | 0,142 | 0,163 | 200,8 | 2,01 | 0,089 | 0,097 | 0,088 | 0,097 | 1004 | 1,00 | 0,081 | 0086 | 0,083 | 0,089 | 77,2 0,77 4.1 2,6 34 3.4 1 0,7 0
E-125-h_all_08 0,169 | 0,778 | 0,743 | 0860 | 201,0 | 2,01 | 0,122 | 0432 | 0410 | 0449 | 100,5 | 1,00 | 0,104 | 0339 | 0,328 | 0365 | 77,3 0,77 75,6 75,5 76,7 75,9 1 10,9 0
E-088-r_all_08 0,142 | 0,156 | 0,146 | 0,158 | 206,6 | 2,07 | 0,095 | 0,09 | 0,096 | 0,100 | 1033 | 1,03 | 0,082 | 0,086 | 0,082 | 0,088 | 79,5 0,79 2,0 2,1 3,0 24 1 0,3 0
E-126-h_all_09 0,229 | 0,859 | 0,822 | 0,964 | 200,7 | 2,01 | 0,150 | 0,448 | 0,440 | 0485 | 1003 | 1,00 | 0,133 | 0399 | 0375 | 0417 | 772 0,77 79,1 75,4 84,5 79,7 5 10,0 1
E-089-r_all_09 0,082 | 0,082 | 0,086 | 0,091 | 199,7 | 2,00 | 0,061 | 0,065 | 0,063 | 0,065 | 99,8 | 1,00 | 0,060 | 0,060 | 0,060 | 0,061 | 768 0,77 1,2 2,3 2,1 19 1 0,2 0
E-127-h_all_10 0211 | 0,836 | 0,791 | 0,849 | 2003 | 2,00 | 0,140 | 0,436 | 0,403 | 0462 | 1002 | 1,00 | 0,120 | 0323 | 0,317 | 0,368 | 77.1 0,77 74,6 72,2 69,4 72,0 3 9,8 0
E-090-r_all_10 0,068 | 0,076 | 0,076 | 0079 | 199,7 | 2,00 | 0,070 | 0,061 | 0,063 | 0,063 | 99,8 1,00 | 0,051 | 0,057 | 0,059 | 0,060 | 768 0,77 1,9 -0,3 4.4 2,0 2 0,2 0
E-128-h_all_10 0,243 | 0,785 | 0,838 | 0930 | 2014 | 2,01 | 0,163 | 0,426 | 0437 | 0480 | 100,7 | 1,01 | 0,150 | 0,379 | 0,300 | 0418 | 77,5 0,77 73,6 69,7 69,1 70,8 2 5,9 0
E-091-r_all_10 0,098 | 0,100 [ 0,099 | 0,109 | 1983 | 1,98 | 0,068 | 0,071 | 0,073 | 0,072 | 992 | 0,99 | 0,063 | 0,065 | 0,066 | 0,070 | 763 0,76 1,3 2,4 32 2,3 1 0,2 0
E-129-h_all_10 0,172 | 0,695 | 0,630 | 0,776 | 201,1 | 2,01 | 0,121 | 0361 | 0344 | 0427 | 100,5 | 1,01 | 0,108 | 0308 | 0279 | 0322 | 77.3 0,77 64,1 62,8 62,8 63,2 1 6,0 0
E-092-r_all_10 0,109 | 0,116 | 0,113 | 0,122 | 201,0 | 2,01 | 0,095 | 0,079 | 0,080 | 0,83 | 100,5 | 1,00 | 0,069 | 0,071 | 0,071 | 0076 | 77.3 0,77 1,7 -1,8 3,1 1,0 3 0,1 0
E-130-h_all_11 0,180 | 0,744 | 0,679 | 0,798 | 2004 | 2,00 | 0,121 | 0376 | 0335 | 0,387 | 1002 | 1,00 | 0,107 | 0313 | 0,292 | 0332 | 77.1 0,77 68,1 60,5 66,1 64,9 4 58 0
E-093-r_all_11 0,070 | 0,074 | 0,072 | 0,077 | 199,7 | 2,00 | 0,058 | 0,059 | 0,59 | 0,060 | 99,8 | 1,00 | 0,055 | 0,055 | 0,056 | 0,060 | 768 0,77 1,3 1.9 2,6 1,9 1 0,2 0
E-131-h_all_12 0,220 | 0,783 | 0,670 | 0,837 | 201,5 | 2,02 | 0,150 | 0431 | 0399 | 0463 | 1008 | 1,01 | 0,124 | 0315 | 0302 | 0334 | 775 0,78 65,7 68,7 61,9 65,4 3 8,0 0
E-094-r_all_12 0,070 | 0,082 | 0,067 | 0,084 | 201,6 | 2,02 | 0,062 | 0,064 | 0062 | 0,064 | 1008 | 1,01 | 0,059 | 0,059 | 0,060 | 0,060 | 77,5 0,78 1,7 1,9 2,1 1,9 0 0,3 0
E-170-h_all_32 0232 | 1230 | 1,202 | 1,269 | 200,5 | 2,01 | 0,179 | 0,653 | 0,622 | 0,655 | 100,3 | 1,00 | 0,123 | 0356 | 0,352 | 0,366 | 50,1 050 | 108,7 | 101,1 103,1 | 104,3 | 4,0 10,6 0
E-178-r_all_32 0345 | 0366 | 0359 | 0392 | 199,3 | 1,99 | 0,206 | 0205 | 0210 | 0,220 | 99,6 | 1,00 | 0,130 | 0,135 | 0,128 | 0,133 | 498 0,50 3,2 1,9 2.3 2,4 0,7 0,1 0
E-187-h_allM_40 0268 | 0,772 | 0,854 | 0,800 | 200,5 | 2,00 | 0,158 | 0415 | 0430 | 0419 | 1002 | 1,00 | 0,118 | 0234 | 0256 | 0,231 | 50,1 0,50 58,8 57,8 54,3 57,0 2,4 6,0 0
E-188-r_allM_40 0,065 | 0,073 | 0,077 | 0,070 | 201,4 | 2,01 | 0,064 | 0066 | 0,061 | 0,059 | 100,7 | 1,01 | 0,053 | 0,053 | 0,054 | 0,054 | 504 0,50 1,1 0,1 1,4 0,9 0,7 0,1 0
E-133-h_avi_15 0,116 | 0368 | 0358 | 0,353 | 2000 | 2,00 | 0,112 | 0,197 | 0,196 | 0,213 | 100,0 | 1,00 | 0,086 | 0,157 | 0,156 | 0,170 | 76,9 0,77 30,1 23,2 25,5 26,3 4 2,5 0
E-096-r_avi_15 0,115 | 0,149 | 0,131 | 0,142 | 196,8 | 1,97 | 0,089 | 0,090 | 0,88 | 0,092 | 984 | 098 | 0,071 | 0,075 | 0,073 | 0,078 | 757 0,76 3.9 1,8 3,5 3,1 1 0,3 0
E-134-h_avi_15 0,129 | 0306 | 0304 | 0,311 | 200,5 | 2,00 | 0,089 | 0,167 | 0,167 | 0,173 | 100,2 | 1,00 | 0,080 | 0,144 | 0,133 | 0,149 | 77,1 0,77 22.1 20,7 21,3 21,4 1 3,1 0
E-097-r_avi_15 0,090 | 0,098 | 0,096 | 0,104 | 202,0 | 2,02 | 0,067 | 0,073 | 0,073 | 0,073 | 101,0 | 1,01 | 0,062 | 0,065 | 0,066 | 0067 | 77,7 0,78 1,9 3,0 32 2,7 1 0,3 0
E-135-h_avi_16 0,112 | 0221 | 0202 | 0,228 | 201,7 | 2,02 | 0,082 | 0,139 | 0,131 | 0,149 | 100,8 | 1,01 | 0,071 | 0,116 | 0,112 | 0,122 | 77,6 0,78 13,4 15,3 16,1 14,9 1 1,6 0
E-098-r_avi_16 0,089 | 0,111 | 0,113 | 0,118 | 199,9 | 2,00 | 0,066 | 0,075 | 0,076 | 0,082 | 100,0 | 1,00 | 0,064 | 0,069 | 0,071 | 0,074 | 769 0,77 3.8 44 43 4,2 0 0,4 0
E-099-r_avi_16 0,071 | 0,081 | 0,093 | 0,090 | 232,3 | 2,32 | 0,060 | 0,067 | 0,063 | 0,067 | 1162 | 1,16 | 0,057 | 0,064 | 0,059 | 0,060 | 89,3 0,89 2.4 2.4 2,9 2,6 0 0,2 0
E-136-h_avi_17 0,175 | 0,388 | 0368 | 0413 | 2002 | 2,00 | 0,107 | 0,223 | 0,197 | 0,223 | 100,1 | 1,00 | 0,099 | 0,172 | 0,165 | 0,188 | 77.0 0,77 26,7 273 25,7 26,5 1 2,3 0
E-100-r_avi_17 0,091 | 0,113 | 0,107 | 0,108 | 198,7 | 1,99 | 0,070 | 0,075 | 0,073 | 0,078 | 99,3 | 0,99 | 0,064 | 0,072 | 0,069 | 0,072 | 764 0,76 2,9 2,7 4.2 3,3 1 0,3 0
E-137-h_avi_18 0,150 | 0,408 | 0,390 | 0,437 | 2006 | 2,01 | 0,104 | 0234 | 0,220 | 0,249 | 100,3 | 1,00 | 0,095 | 0,191 | 0,182 | 0,205 | 77,1 0,77 32,2 32,7 32,6 32,5 0 3,9 0
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Cask. I: kvercetin

415nm: y=0,04151x -

% z % z % Z | 0.00635 (R?=0,99794);

2 ? 2 ? 2 ? EI: kvercetin_415: mg eqQ/g mg eqQ/g
3 = 3 = 3 = y_20,04604x-0,002$ 3 SE droge
z = z = z < (R"=0,98998), I1I: jna
oi S oi S oi Q kvercetin_415nm:
y=0,051x-0,001
(R?=0,998)

= - - - A — — ] —_
2| 2| = ?Ef ?;) e | 2| = ?Ef ?;) e | 2| = ?Ef ?;) é-ﬁ éﬁ é-ﬁ + #
E-137cc-h_avi_18 | 0,136 | 0,343 | 0302 | 0342 | 1994 | 1,99 | 0,093 | 0,181 | 0,179 | 0,189 | 99,7 | 1,00 | 0,082 | 0,157 | 0,147 | 0,160 | 76,7 | 0,77 24,2 23,4 24,9 24,1 1 3,8 0
E-101-r_avi_18 0,083 | 0,086 | 0,089 | 0,091 | 201,7 | 2,02 | 0,062 | 0,066 | 0,065 | 0,068 | 1008 | 1,01 | 0,058 | 0,061 | 0,060 | 0067 | 77,6 | 0,78 1,4 2.4 34 2,4 1 0,2 0
E-101cc-r_avi_18 0,084 | 0,094 | 0,086 | 0,090 | 201,6 | 2,02 | 0,066 | 0,072 | 0,062 | 0,070 | 100,8 | 1,01 | 0,063 | 0,058 | 0,059 | 0,062 | 775 0,78 1,5 2,0 1,0 L5 0 0,1 0
E-138-h_avi_19 0,158 | 0,412 | 0338 | 0437 | 2008 | 2,01 | 0,109 | 0,226 | 0,189 | 0,247 | 1004 | 1,00 | 0,091 | 0,185 | 0,156 | 0,193 | 77.2 0,77 29,3 28,4 28,9 28,9 0 3,8 0
E-102-r_avi_19 0,085 | 0,088 | 0,087 | 0,094 | 2096 | 2,10 | 0,065 | 0,066 | 0,077 | 0,067 | 1048 | 1,05 | 0,059 | 0,059 | 0,060 | 0,061 | 80,6 0,81 1,3 2,7 2,2 2,0 1 0,1 0
E-139-h_mar_20 0,120 | 0,231 | 0213 | 0,257 | 201,1 | 2,01 | 0,084 | 0,135 | 0,122 | 0,158 | 1005 | 1,01 | 0,077 | 0,123 | 0,112 | 0,127 | 77.3 0,77 14,4 14,6 15,6 14,9 1 3,0 0
E-103-r_mar_20 0,111 | 0,135 | 0,126 | 0,136 | 201,2 | 2,01 | 0,077 | 0,092 | 0,087 | 0,090 | 100,6 | 1,01 | 0,069 | 0,076 | 0,076 | 0,078 | 77.4 0,77 34 4.5 43 4,1 1 0,6 0
E-140-h_bis_21 0,170 | 0,723 | 0,638 | 0,802 | 201,1 | 2,01 | 0,115 | 0,387 | 0,337 | 0418 | 100,6 | 1,01 | 0,105 | 0336 | 0,306 | 0,355 | 77.4 0,77 66,8 65,1 72,8 68,2 4 8,3 0
E-104-r_bis_21 0,079 | 0,102 | 0,100 | 0,109 | 2705 | 2,71 | 0,067 | 0,075 | 0,076 | 0,077 | 1353 | 1,35 | 0,061 | 0,068 | 0,075 | 0,069 | 104,1 1,04 2.8 2,8 3,8 3,1 1 0,4 0
E-174-h_bis_36 0,105 | 0409 | 0418 | 0,407 | 199,0 | 1,99 | 0,082 | 0218 | 0242 | 0214 | 99,5 | 1,00 | 0,065 | 0,133 | 0,142 | 0,139 | 498 | 0,50 33,6 31,8 32,9 32,8 0,9 3,6 0
E-225-h_bis_47 0,138 | 0351 | 0340 | 0,329 | 402,0 | 4,02 | 0,125 | 0,172 | 0,176 | 0,182 | 201,0 | 2,01 | 0,068 | 0,113 | 0,101 | 0,102 | 100,5 | 1,01 9,9 5.1 7.5 7,5 2,4 0,9 0
E-236-r_bis_47 0,065 | 0,095 | 0,087 | 0,094 | 403,2 | 4,03 | 0,053 | 0,063 | 0,073 | 0066 | 201,6 | 2,02 | 0,050 | 0,051 | 0,053 | 0,052 | 100,8 | 1,01 1,3 1,5 0,6 1,1 0,5 04 0
E-149-h_amp_30 0,141 | 0,493 | 0465 | 0470 | 2003 | 2,00 | 0,099 | 0264 | 0253 | 0274 | 100,1 | 1,00 | 0,080 | 0,191 | 0,183 | 0,200 | 77.0 0,77 41,1 41,1 36,8 39,7 2 5,5 0
E-150-h_amp_31 0,135 | 0449 | 0431 | 0455 | 2014 | 2,01 | 0,093 | 0233 | 0234 | 0,258 | 100,7 | 1,01 | 0,085 | 0208 | 0,203 | 0217 | 77.5 0,77 37,9 37,1 40,6 38,5 51 0
E-141-h_hyd_22 0,165 | 0,556 | 0,511 | 0,568 | 200,7 | 2,01 | 0,117 | 0278 | 0,279 | 0,310 | 1004 | 1,00 | 0,098 | 0227 | 0,206 | 0229 | 772 | 0,77 46,4 42,7 40,3 43,1 3 3,3 0
E-105-r_hyd_22 0,076 | 0,082 | 0,080 | 0,088 | 199,7 | 2,00 | 0,061 | 0,083 | 0,066 | 0,068 | 99,8 | 1,00 | 0,058 | 0,063 | 0,063 | 0,066 | 768 | 0,77 1,7 44 3.8 3,3 1 0,3 0
E-142-h_hyd_23 0,180 | 0,602 | 0,529 | 0,617 | 1987 | 1,99 | 0,122 | 0301 | 0,293 | 0,327 | 994 | 099 | 0,103 | 0244 | 0219 | 0261 | 764 | 076 495 46,4 45,7 47,2 2 4,2 0
E-109-r_hyd_23 0,079 | 0,100 | 0,090 | 0,106 | 201,3 | 2,01 | 0,064 | 0,070 | 0,068 | 0,074 | 100,6 | 1,01 | 0,060 | 0,066 | 0065 | 0,068 | 77.4 | 0,77 3,1 3,1 3.8 3,3 0 0,4 0
E-145-h_hyd_27 0,129 | 0390 | 0384 | 0421 | 2006 | 2,01 | 0,097 | 0218 | 0,207 | 0,234 | 1003 | 1,00 | 0,083 | 0,160 | 0,158 | 0,173 | 772 | 0,77 33,1 31,1 27,1 30,4 3 2,1 0
E-113-r_hyd_27 0,064 | 0,064 | 0,065 | 0,067 | 2005 | 2,00 | 0,060 | 0,055 | 0,057 | 0,057 | 1002 | 1,00 | 0,053 | 0,055 | 0,055 | 0,054 | 77,1 0,77 1,0 0,6 2.5 1,4 1 0,1 0
E-146-h_hyd_27 0,152 | 0431 | 0409 | 0478 | 200,1 | 2,00 | 0,106 | 0,232 | 0222 | 0246 | 100,0 | 1,00 | 0,095 | 0,192 | 0,194 | 0212 | 77.0 0,77 35,3 32,3 34,6 34,1 2 2,7 0
E-114-r_hyd_27 0,079 | 0,087 | 0,086 | 0,099 | 199,8 | 2,00 | 0,065 | 0,068 | 0,067 | 0,070 | 99,9 | 1,00 | 0,060 | 0,061 | 0,061 | 0063 | 769 | 0,77 2.2 2,5 2.4 2,4 0 0,2 0
E-143-h_lap_24 0,138 | 0424 | 0417 | 0449 | 199,7 | 2,00 | 0,093 | 0,230 | 0,205 | 0234 | 99,9 | 1,00 | 0,082 | 0,195 | 0,190 | 0,209 | 76,8 0,77 36,0 33,0 38,3 35,8 3 3,9 0
E-110-r_lap_24 0,112 | 0,156 | 0,162 | 0,181 | 201,4 | 2,01 | 0,081 | 0,105 | 0,103 | 0,111 | 100,7 | 1,01 | 0,068 | 0,085 | 0,082 | 0,092 | 77,5 0,77 7.2 7,7 7,6 7,5 0 0,4 0
E-144-h_lap_25 0,141 | 0394 | 0366 | 0408 | 1985 | 1,99 | 0,095 | 0208 | 0,204 | 0,228 | 99,3 | 0,99 | 0,105 | 0,169 | 0,178 | 0,188 | 764 | 0,76 30,8 30,3 25,0 28,7 3 2,9 0
E-111-r_lap_25 0,119 | 0,181 | 0,168 | 0,193 | 200,1 | 2,00 | 0,080 | 0,101 | 0,103 | 0,100 | 100,1 | 1,00 | 0,074 | 0,092 | 0,089 | 0,097 | 77,0 | 0,77 8,2 6,6 7,7 7,5 1 0,4 0
E-112-r_lap_26 0,058 | 0,061 | 0,061 | 0063 [ 49,9 0,063 | 0,060 | 0,060 | 0062 | 384 | 3840 4.5 3,0 3,8 1 0,3 0
E-147-h_lap_28 0232 | 0,794 | 0,725 | 0,860 | 200,5 | 2,01 | 0,148 | 0431 | 0,357 | 0433 | 1003 | 1,00 | 0,130 | 0327 | 0,315 | 0,349 | 77.1 0,77 68,2 63,8 64,5 65,5 2 43 0
E-115-r_lap_28 0,088 | 0,101 | 0,101 | 0,103 | 200,2 | 2,00 | 0,069 | 0,071 | 0,073 | 0,074 | 100,1 | 1,00 | 0,061 | 0,063 | 0,064 | 0,067 | 77,0 0,77 2.4 2,5 3,3 2,7 0 0,2 0
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E-175-h_lap_37 0,134 | 0401 | 0405 | 0393 | 1954 | 1,95 | 0,093 | 0213 | 0226 | 0228 | 97,7 | 098 | 0,073 | 0,143 | 0,139 | 0,145 | 489 0,49 29,8 29,4 31,8 30,3 1,3 3,6 0
E-181-r_lap_37 0,072 | 0,079 | 0,096 | 0,081 | 1980 | 1,98 | 0,060 | 0,065 | 0,063 | 0,062 | 99,0 | 099 | 0,054 | 0056 | 0,069 | 0,076 | 49,5 0,50 1,8 13 6,9 3,3 3,1 0,3 0
E-148-h_per_29 0,175 | 0,696 | 0,673 | 0,769 | 196,6 | 1,97 | 0,120 | 0,370 | 0366 | 0411 | 983 | 098 | 0,106 | 0328 | 0,299 | 0,341 | 756 0,76 66,6 65,9 71,0 67,9 3 5,2 0
E-116-r_per_29 0,073 | 0,078 | 0,079 | 0,085 | 199,8 | 2,00 | 0,062 | 0,064 | 0,064 | 0,064 | 99,9 | 1,00 | 0,058 | 0,058 | 0,059 | 0061 | 769 | 077 1,7 1,9 24 2,0 0 0,2 0
E-176-h_per_38 0,164 | 0673 | 0,677 | 0689 | 2006 | 2,01 | 0,120 | 0380 | 0380 | 0383 | 1003 | 1,00 | 0,083 | 0216 | 0220 | 0220 | 50,1 0,50 56,1 57,2 59.8 57,7 1,9 6,7 0
E-182-r_per_38 0,073 | 0,086 | 0,084 | 0,086 | 1992 | 1,99 | 0,065 | 0,064 | 0,066 | 0,066 | 99,6 1,00 | 0,053 | 0,057 | 0,058 | 0,058 | 498 0,50 1,6 0,7 3,0 1,8 1,2 0,2 0
E-177-h_esc_39 0232 | 1,198 | 1,242 | 1,130 | 1978 | 1.98 | 0,136 | 0,639 | 0582 | 0.639 | 989 | 099 | 0,109 | 0361 | 0366 | 0366 | 494 | 049 | 1055 | 106,8 | 113,3 | 108,6 | 4,2 6,8 0
E-183-r_esc_39 0,103 0,171 | 0,166 | 0,170 | 199.6 | 2,00 | 0,074 | 0,104 | 0,110 | 0,104 | 99,8 1,00 | 0,062 | 0,077 | 0,079 | 0,077 | 499 0,50 7.4 7.5 8,1 7,7 0,4 0,4 0
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Emilija Sviréev

8.4

REZULTATI TESTA NA UKUPNE ANTRAHINONE

Tabela 8-12 Prikaz rezultata odredivanja ukupnog sadrZaja antrahinona u ispitivanim ekstraktima
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N <t
2y 2 | 3
Oznaka ekstrakta 2 5 Akor Ac0 Ac0+0,0192 Ac0+0,0384 3 g* g* j-na Antrahinoni
& = z | 2
Q Q
o 3 Al A2 A3 Al A2 A3 Al A2 A3 &
| g | 2 3 D 5 E
= < < 2 < < < = o g £
E-117-h_pat_01 0,402 0,083 0,073 0,075 | 0304 | 0338 | 0377 | 0742 | 0818 | 0712 | 1,137 | 1,196 | 1,231 0,263 0,680 1,111 0,26072 | 22,0953 | -0,011800 | 29,4 3,20
E-084-r_pat_01 0,401 0,095 0,098 0,098 0,403 | 0,387 | 0,384 | 0815 | 0830 | 0831 1,190 1,289 1,238 0,294 0,728 1,142 0,29772 22,0769 | -0,013486 | 33,6 8,46
E-118-h_pat_02 0,402 0,077 0,108 | 0,166 | 0317 | 0293 | 0295 | 0,667 | 0657 | 0604 | 1,090 | 1,063 | 1,08 | 0,224 0,535 0,913 0,21299 17,9379 | -0,011847 | 29,5 4,78
0,402 0,069 0,065 0,067 0,303 | 0326 | 0516 | 0754 | 0,781 0,813 1,258 1,203 1,179 0,314 0,715 1,146 0,30943 21,6550 | -0,014289 35,5 5,76
E-083-r_pat_02 0,402 0,092 0,105 0,118 | 0273 | 0273 | 0262 | 0619 | 0,627 | 0,641 1,046 | 1,019 | 1,047 | 0,177 0,524 0,920 0,16849 19,3592 | -0,008703 | 21,7 4,35
0,402 0,091 0,082 0,080 0,284 | 0,291 0,355 | 0,640 | 0677 | 0,700 | 0,994 1,065 1,040 0,226 0,588 0,949 0,22645 18,8198 | -0,012033 30,0 6,01
E-119-h_pat_03 0,400 0,081 0,086 | 0070 | 0363 | 0401 | 0393 | 079 | 0737 | 0,797 | 1L150 | 1,130 | 1,275 | 0,306 0,697 1,106 0,30346 | 20,8110 | -0,014582 | 36,5 3,71
E-106-r_pat_03 0,400 0,151 0,146 | 0,167 | 0363 | 0374 | 0393 | 0,771 | 0,798 | 0,821 1243 | 1,248 | 1,231 0,222 0,642 1,086 0,21816 | 22,4997 | -0,009696 | 24,2 3,88
E-120-h_pat_03 0,401 0,092 0,089 | 009 | 0559 | 0459 | 0545 | 0917 | 0853 | 1,006 | 1286 | 1,316 | 1,321 0,431 0,835 1,218 0,43431 20,4929 | -0,021193 | 52,9 5,49
E-107-r_pat_03 0,401 0,138 0,131 0,130 | 0284 | 0314 | 0309 | 0686 | 0,716 | 0,718 | 1,090 | 1,147 | 1,101 0,170 0,574 0,980 0,16940 | 21,0958 | -0,008030 | 20,0 2,26
E-218-h_pat_41 0,401 0,083 0,084 0,085 0425 | 0,550 | 0498 | 0988 | 0882 | 0,847 1,153 1,224 | 1,224 0,407 0,822 1,116 0,42706 18,4609 | -0,023133 | 57,6 3,31
E-230-r_pat_41 0,401 0,073 0,073 0,070 0,240 | 0,207 | 0213 | 0621 0,627 | 0,618 1,066 1,039 1,004 0,148 0,550 0,965 0,14613 21,2620 | -0,006873 17,1 4,16
E-171-h_cri_33 0,399 0,106 0,138 0,142 0430 | 0415 | 0428 | 0,780 | 0,770 1,670 1,197 1,165 1,163 0,318 0,936 1,033 0,40503 18,6154 | -0,021758 54,5 6,30
0,399 0,107 0,102 | 0,103 | 0497 | 0490 | 0475 | 0855 | 0922 | 0826 | 1,229 | 1,189 | 1258 | 0,383 0,763 1,122 | 0,38696 | 19,2262 | -0,020127 | 50,5 5,82
E-179-r_cri_33 0,401 0,129 0,146 0,151 0,334 | 029 | 0319 | 0,720 | 0,712 | 0,681 1,107 1,051 1,116 0,185 0,559 0,941 0,18399 19,6646 | -0,009356 | 23,3 5,76
0,401 0,133 0,127 | 0,122 | 0460 | 0399 | 0483 | 0829 | 0856 | 0,892 | 1,205 | 1,184 | 1,305 | 0,320 0,731 1,104 | 0,32623 | 20,4200 | -0,015976 | 39,8 9,84
E-132-h_obt_13 0,396 0,094 0,110 | 0086 | 0312 | 0293 | 0401 | 0,773 | 0741 | 0771 | 1,040 | 1,134 | 1,175 | 0,239 0,665 1,019 | 0,25054 | 20,3328 | -0,012322 | 31,2 2,15
E-108-r_obt_13 0,400 0,230 0229 | 0214 | 0432 | 0499 | 0452 | 0833 [ 0833 [ 0798 | 1219 | 1,250 | 1.239 | 0,237 0,597 1,012 0,22749 | 20,1858 | -0,011270 | 28,1 6,23
E-095-r_obt_13 0,401 0,105 0,108 0,110 | 0371 | 0375 | 0445 | 0836 | 0854 | 0870 | 1,273 1,292 | 1,279 0,290 0,746 1,174 0,29435 23,0217 | -0,012786 | 31,9 9,84
E-173-h_obt_35 0,401 0,070 0,096 | 0,111 0221 | 0205 | 0211 | 0620 | 0557 | 0,604 | 0960 | 0956 | 1,020 | 0,143 0,498 0,867 0,14084 18,8563 | -0,007469 | 18,6 1,35
0,401 0,068 0,067 0,071 0,232 | 0247 | 0281 0,629 | 0640 | 0662 | 0987 | 0,989 1,045 0,184 0,575 0,938 0,18895 19,6350 | -0,009623 24,0 1,74
E-180-r_obt_35 0,402 0,220 0216 | 0221 | 0434 | 0400 | 0429 | 0873 | 0741 | 1215 | 1242 | 1,145 | 1206 | 0,201 0,726 | 0,977 | 024706 | 20,1931 | -0,012235 | 30,4 7,66
0,402 0,209 0,223 0217 | 0595 | 0521 | 0493 | 0911 | 0856 | 0983 | 1,317 | 1,355 | 1,380 | 0,320 0,700 1,135 031110 | 21,2134 | -0,014665 | 36,5 9,19
0,402 0,226 0,231 0,224 | 0,543 | 0,603 | 0,555 1,031 | 0,99 1,069 1,206 1,216 1,214 0,340 0,805 0,985 0,38753 16,7879 | -0,023084 | 57,4 14,5
E-221-h_obt_44 0,401 0,084 0,080 | 0,081 0377 | 0396 | 0421 | 0,789 | 0821 | 0,770 | 1211 L113 | 1,230 | 0,317 0,712 1,103 031728 | 20,4867 | -0,015487 | 38,6 2,82
E-222-h_obtS_45 0,402 0,061 0,061 0,063 0317 | 0373 | 039 | 0,729 | 0,728 | 0,737 1,142 1,114 1,179 0,298 0,670 1,083 0,29139 20,4400 | -0,014256 | 35,4 3,98




Doktorska disertacija

N <t
g 2 2
Oznaka ekstrakta 2 5 Akor Ac0 Ac0+0,0192 Ac0+0,0384 3 g* g* j-na Antrahinoni
F ES ES
Q Q
o 3 Al A2 A3 Al A2 A3 Al A2 A3 &
| g | 2| 3 D 5 ® | 2
= < < < < < < = o = g
E-233-r_obtS_45 0,404 0,074 0,075 0,078 | 0216 | 0231 [ 0239 | 0591 | 0,603 | 0641 | 0944 | 1,035 | 1,028 | 0,153 0,536 0,926 0,15149 | 20,1412 | -0,007521 18,6 4,16
E-172-h_bal_34 0,400 0,057 0,080 | 0095 | 0,190 | 0,192 | 0,188 | 0,529 [ 05539 | 0541 | 0901 | 0928 | 0934 | 0,133 0,456 0,826 0,1253 18,0420 | -0,006958 | 17,4 1,98
0,400 0,062 0,065 0,058 | 0242 | 0221 | 0243 | 0,603 | 0,634 | 0,628 | 0,991 1,030 | 0994 | 0,174 0,560 0,943 0,17438 | 20,0404 | -0,008701 | 21,8 2,48
E-189-r_bal_34 0,403 0,320 0328 | 0353 | 0574 | 0491 | 0540 | 0988 | 0863 | 0,891 1,345 | 1,270 | 1,251 0,215 0,586 0,936 0,21843 18,7782 | -0,011631 | 28,9 5,66
0,403 0,268 0,273 0269 | 0551 | 0674 | 0699 | 1,039 | 1,057 | 1,066 | 1,414 | 1429 | 1445 | 0,371 0,784 1,159 0,37775 20,5153 | -0,018413 | 45,7 8,96
0,403 0,285 0289 | 0274 | 0492 | 0483 | 0502 | 1,052 | 0872 | 0985 | 1259 | 1,323 | 1,255 | 0,210 0,687 0,996 0,23760 | 20,4892 | -0,011596 | 28,8 5,64
E-223-h_alp_46 0,401 0,169 0,164 | 0170 | 0285 | 0274 | 0284 | 0668 | 0666 | 0767 | 1,052 | 1,062 | 1,045 | 0,113 0,532 0,885 | 0,12388 | 20,1133 | -0,006159 | 15,3 1,00
0,401 0,153 0,143 0,149 | 0250 | 0275 | 0271 | 0635 | 0625 | 0652 | 1,029 | 1,180 | 1,142 | 0,117 0,489 0,969 0,09884 | 22,1927 | -0,004454 | 11,1 0,73
E-234-r_alp_46 0,402 0,274 0,274 0280 | 0,500 | 0466 | 0514 | 0883 | 0864 | 0876 | 1243 1,261 1,244 0,217 0,598 0,973 0,21826 19,6909 | -0,011084 | 27,6 7,30
0,402 0,172 0,173 0,182 | 0386 | 0373 | 0390 | 0735 | 0940 | 0,791 1,143 | 1,127 | 1,171 0,207 0,646 0,971 0,22642 19,8914 | -0,011383 | 28,3 7,50
0,402 0,273 0,252 0258 | 0448 | 0474 | 0491 | 0808 | 0902 | 0882 | 0808 | 0902 | 0882 | 0210 0,603 0,603 0,20342 | 21,5090 | -0,009457 | 23,5 6,23
E-224-h_alp_53 0,401 0,116 0,116 0,120 | 0,198 | 0,205 | 0,205 | 0575 | 0595 | 0,651 1,010 | 0,959 | 0,985 0,085 0,490 0,868 0,08978 20,3686 | -0,004408 11,0 1,16
0,401 0,105 0,106 0,104 | 0,177 | 0,198 | 0,185 | 0,555 | 0,580 | 0,551 1,009 | 0984 | 0953 | 0,082 0,457 0,877 0,07434 | 20,7035 | -0,003591 9,0 0,94
E-235-r_alp_53 0,404 0,247 0,238 0238 | 0439 | 0492 | 0459 | 0801 | 0889 | 0833 | 1,170 | 1,238 | 1218 | 0222 0,600 0,967 0,22398 19,4050 | -0,011542 | 28,6 6,32
E-121-h_ac_04 0,397 0,086 0,107 | 0,24 | 0308 | 0325 | 0320 | 0667 | 0,647 | 0649 | 1,042 | 1,027 | 0994 | 0,231 0,547 0,897 | 0,22553 | 17,3428 | -0,013004 | 32,7 2,76
0,397 0,083 0,085 0,083 | 0335 | 0347 | 0409 | 0,731 | 0,760 | 0,794 | 1,014 | 1,104 | 1,053 | 0,280 0,678 0,973 0,29707 18,0593 | -0,016450 | 41,4 3,49
E-082-r_ac_04 0,346 0,113 0,113 0,130 0,359 | 0,282 | 0369 | 0764 | 0,745 0,733 1,068 1,117 1,158 0,223 0,635 0,984 0,23378 19,8019 | -0,011806 34,1 4,24
0,462 0,138 0,139 | 0,138 | 0,733 | 0580 | 0658 | 0911 | 0912 | 0968 | 1,300 | 1,336 | 1,180 | 0,522 0,792 1,133 | 0,50970 | 15,9302 | -0,031996 | 69,3 8,61
E-122-h_ac_05 0,402 0,077 0078 | 0080 | 0219 | 0,147 | 0224 | 0555 | 0,599 | 0661 | 0976 | 099 | 1,060 | 0,119 0,527 0,930 | 0,11946 | 21,1371 | -0,005652 | 14,1 1,98
E-085-r_ac_05 0,398 0,064 0,064 | 0064 | 0303 | 0336 | 0330 | 0,752 | 0804 | 0,781 1240 | 1,90 | 1,226 | 0,259 0,715 1,155 0,26202 | 23,3149 | -0,011238 | 28,2 5,03
E-123-h_ac_06 0,401 0,074 0,078 | 0077 | 0250 | 0220 | 0262 | 0618 | 0,672 | 0610 | 1,037 | 1,107 | 1,048 | 0,167 0,557 0,988 | 0,16020 | 21,3660 | -0,007498 | 18,7 0,96
E-086-r_ac_06 0,568 0,174 0,168 | 0,183 | 0602 | 0621 | 0,701 | 0968 | 1,078 | 1,032 | 1453 | 1,410 | 1,449 | 0,466 0,851 1,263 046173 | 20,7372 | -0,022266 | 39,2 7,10
E-124-h_ac_07 0,400 0,086 0,087 0,09 | 0312 | 0321 | 0361 | 0698 | 0,672 | 0,707 1,029 1,048 1,091 0,244 0,605 0,969 0,24390 18,8601 | -0,012932 | 32,3 3,05
E-087-r_ac_07 0,402 0,103 0,103 0,105 | 0523 | 0,559 | 0550 | 0960 | 0973 | 1,138 | 1,319 | 1316 | 1422 | 0,441 0,920 1,249 0,46557 | 21,0447 | -0,022123 | 55,1 10,6
0,399 0,065 0,064 | 0065 | 0,148 | 0,149 | 0,165 | 0,571 | 0538 | 0570 | 0946 | 0971 | 0989 | 0,089 0,495 0,904 0,08878 | 21,2125 | -0,004185 10,5 0,56
0,402 0,046 0,046 | 0046 | 0296 | 0342 | 0358 | 0722 | 0,730 | 0,786 | 1,149 | 1,105 | 1,228 | 0,286 0,700 1,115 0,28618 | 21,5682 | -0,013269 | 33,0 4,35
0,401 0,069 0,069 | 0068 | 0275 | 0278 | 0274 | 0676 | 0,719 | 0,701 1,071 1,127 | L1134 | 0,207 0,629 1,042 0,20844 | 21,7381 | -0,009589 | 23,9 2,46
0,400 0,045 0,042 | 0047 | 0258 | 0283 | 0247 | 0,700 | 0659 | 0690 | 1,027 | 1,109 | 1,125 | 0,218 0,638 1,042 0,22059 | 21,4663 | -0,010276 | 25,7 3,95
E-125-h_all_08 0,402 0,067 0,068 | 0067 | 0273 | 0231 | 0242 | 0661 | 0668 | 0,698 | 1,138 | 1,079 | 1,071 0,181 0,608 1,028 0,18236 | 22,0612 | -0,008266 | 20,6 2,96
E-088-r_all_08 0,413 0,116 0,094 | 0095 | 0295 | 0306 | 0321 | 0693 | 0636 | 0,727 | 1,037 | 1,016 | 1,167 | 0,206 0,584 0,972 0,20409 19,9508 | -0,010230 | 24,8 3,26
E-126-h_all_09 0,401 0,077 0,085 0,065 | 0354 | 0397 | 039 | 0765 | 0843 | 0,769 | 1,275 | 1,199 | 1218 | 0,307 0,717 1,155 0,30183 | 22,0899 | -0,013664 | 34,0 4,29
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Oznaka ekstrakta 2 5 Akor Ac0 Ac0+0,0192 Ac0+0,0384 3 g* g* j-na Antrahinoni
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| g | 2| 3 D 5 ® | 2
= < < 2 < < < = o g £
E-089-r_all_09 0,399 0,067 0,059 | 0,071 0283 | 0248 | 0283 | 0648 | 0612 | 0,704 | 1,105 | 1,132 | 1,140 | 0,206 0,589 1,060 0,19119 | 22,2401 | -0,008597 | 21,5 1,91
E-127-h_all_10 0,401 0,091 0,077 | 0088 | 0263 | 0270 | 0277 | 0662 | 0667 | 0653 | 1,029 | 1,102 | 1,148 | 0,184 0,575 1,007 0,17758 | 21,4332 | -0,008285 | 20,7 2,81
E-090-r_all_10 0,399 0,054 0,054 | 0054 | 0243 | 0249 | 0255 | 0,641 | 0644 | 0,666 | 1,051 | 0958 | 1,046 | 0,195 0,597 0,965 0,20095 20,0364 | -0,010029 | 25,1 2,63
E-128-h_all_10 0,403 0,085 0,086 | 0099 | 0342 | 0313 | 0335 | 0,729 | 0,736 | 0,685 | 1,041 1,058 | 1,087 | 0,240 0,626 0,972 0,24646 19,0753 | -0,012920 | 32,1 2,65
E-091-r_all_10 0,397 0,073 0,075 0,074 | 0,183 | 0,185 [ 0,190 | 0567 | 0,543 | 0,569 | 0,998 [ 0995 | 1,010 | 0,112 0,486 0,927 0,10056 | 21,2229 | -0,004738 | 11,9 1,14
E-129-h_all_10 0,402 0,073 0,070 | 0069 | 0268 | 0304 | 0285 | 0657 | 0,697 | 0,675 | 1,135 | 1,173 | 1,142 | 0215 0,606 1,080 0,20123 | 22,5119 | -0,008939 | 22,2 2,11
E-092-r_all_10 0,402 0,080 0,079 0,078 | 0397 | 0389 | 0486 | 0794 | 0,783 | 0830 | 1,207 | 1,207 | 1216 | 0,345 0,723 1,131 0,33990 | 20,4746 | -0,016601 | 41,3 4,69
E-130-h_all_11 0,401 0,122 0,083 0075 | 0238 | 0264 | 0276 | 0601 | 0612 | 0667 | 0963 | 1,048 | 1,075 | 0,166 0,533 0,935 0,15985 20,0314 | -0,007980 | 19,9 1,78
E-093-r_all_11 0,399 0,053 0,057 0,061 0216 | 0224 | 0237 | 0610 | 0592 | 0615 | 1,070 | 1,046 | 1,070 | 0,168 0,548 1,005 0,15549 | 21,7894 | -0,007136 | 17,9 1,72
E-131-h_all_12 0,403 0,080 0,107 0,095 0258 | 0273 | 0302 | 0620 | 0698 | 0,705 1,089 1,166 | 1,166 0,184 0,580 1,046 0,17207 22,4639 | -0,007660 19,0 2,33
E-094-r_all_12 0,403 0,059 0,057 0,058 0269 | 0,297 | 0258 | 0642 | 0628 | 0,657 1,052 1,063 1,038 0,217 0,584 0,993 0,20970 | 20,2173 | -0,010372 | 25,7 3,63
E-170-h_all_32 0,401 0,085 0,083 0,091 0,377 | 0,387 | 0,388 | 0767 | 0,773 | 0,769 | 1,149 1,169 | 1,160 0,297 0,683 1,073 0,29679 20,1962 | -0,014695 36,6 3,71
0,401 0,083 0,119 | 0,083 | 038 | 0357 | 0424 | 0,743 | 0859 | 0917 | 1,194 | 1,175 | 1,325 | 0,293 0,745 1,136 | 0,30289 | 21,9696 | -0,013787 | 34,4 3,48
E-178-r_all_32 0,399 0,214 0,233 0,184 | 0578 | 0,609 | 0,653 | 1,003 | 1,040 | 1,054 | 1,412 | 1434 | 1417 | 0,403 0,822 1,211 0,40810 | 21,0333 | -0,019403 | 48,7 2,86
E-187-h_allM_40 0,401 0,068 0,083 0,101 0,190 | 0,185 | 0,186 | 0551 | 0573 | 0573 | 0910 | 0914 | 0,828 0,119 0,482 0,783 0,12956 17,2926 | -0,007492 18,7 1,96
0,401 0,067 0,065 | 0,066 | 0,198 | 0,186 | 0,198 | 0,613 | 0620 | 0612 | 0944 | 0953 | 0989 | 0,127 0,549 0,896 | 0,13986 | 20,0047 | -0,006991 | 17,4 1,83
0,401 0,091 0,072 0,066 | 0,181 0,194 | 0205 | 0,536 | 0534 | 0535 | 0880 | 0,891 0,908 0,117 0,459 0,817 0,11443 18,2223 | -0,006280 15,7 1,64
E-188-r_allM_40 0,403 0,056 | 0072 | 0108 | 0267 | 0228 | 0286 | 0,709 | 0,679 | 0643 | 1,012 | 1,032 | 1,072 | 0,205 0,605 0,930 | 021723 | 18,8952 | -0,011497 | 28,5 4,69
0,403 0,052 0,053 0,054 0,330 0,467 0,298 0,792 0,760 0,739 1,198 1,303 1,138 0,312 0,711 1,160 0,30340 22,0859 -0,013737 34,1 5,61
0,403 0052 | 0050 | 0064 | 0364 | 0248 | 0287 | 0829 | 0607 | 0709 | 0981 | 1,094 | 1029 | 0,244 | 0,660 | 0979 | 026032 | 19,1355 | -0,013604 | 33,8 5,55
E-220-h_all_43 0,399 0,066 0,064 0,068 0233 | 0236 | 0284 | 0623 | 0663 | 0671 1,054 1,071 1,134 0,185 0,586 1,020 0,17983 21,7464 | -0,008269 | 20,7 1,71
E-232-r_all 43 0,401 0,053 0,049 | 0045 | 0219 | 0,195 | 0201 | 0607 | 0620 | 0622 | 1,020 | 1,009 | 0921 0,156 0,568 0,934 0,16364 | 20,2624 | -0,008076 | 20,1 2,50
E-133-h_avi_15 0,400 0,085 0,078 | 0089 | 0,164 | 0,153 | 0,186 | 0,581 [ 0,609 | 0575 | 0989 | 0998 | 0963 | 0,084 0,504 0,899 0,08778 | 21,2385 | -0,004133 | 10,3 0,99
E-096-r_avi_15 0,394 0,159 0,120 | 0,142 | 0425 | 0331 | 0314 | 0828 [ 0751 | 0,719 | L113 | 1,152 | 1,048 | 0,216 0,626 0,964 0,22825 19,4697 | -0,011723 | 29,8 2,57
E-134-h_avi_15 0,401 0,101 0,080 0,102 | 0,136 | 0,130 | 0,158 | 0580 | 0572 | 0,561 1,007 1,003 1,021 0,047 0,477 0,916 0,04553 22,6238 | -0,002012 | 5,02 0,73
0,401 0,082 0,080 | 008 | 0,145 | 0,148 | 0,145 | 0,535 [ 0513 | 0509 | 0906 | 0,994 | 0883 | 0,063 0,436 0,845 0,05713 | 20,3656 | -0,002805 7,0 1,02
0,401 0,078 0,071 0,081 0,150 | 0,141 | 0,139 | 0503 | 0557 | 0562 | 0,881 | 088 [ 0912 | 0,067 0,464 0,817 0,07461 19,5234 | -0,003822 9,5 1,39
E-097-r_avi_15 0,404 0,103 0,099 | 008 | 0257 | 0215 | 0225 | 0611 | 0743 | 0687 | 1,040 | 1,113 | 1,028 | 0,136 0,585 0,965 0,14774 | 21,5709 | -0,006849 | 17,0 1,84
E-135-h_avi_16 0,403 0,088 0,099 | 008 | 0,197 | 0,188 | 0200 | 0,558 | 0,587 | 0587 | 1,030 | 1,011 | 0987 | 0,103 0,485 0,917 0,09467 | 21,2099 | -0,004463 | 11,1 1,19
E-098-r_avi_16 0,400 0,087 0,084 | 0084 | 0241 | 0260 | 0262 | 0645 | 0629 | 0693 | 1,128 | 1,034 | 1,028 | 0,169 0,571 0,978 0,16833 | 21,0672 | -0,007990 | 20,0 1,92
E-099-r_avi_16 0,465 0,071 0,068 0,067 | 0257 | 0281 | 0286 | 0617 | 0668 | 0679 | 1,090 | 1,098 | 1,100 | 0,206 0,586 1,028 0,19578 | 21,3984 | -0,009149 | 19,7 1,66
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E-136-h_avi_17 0,400 0,114 0,105 0,106 | 0,173 | 0,173 | 0,172 | 0570 | 0,627 | 0,568 | 0957 | 00958 | 0948 | 0,064 0,480 0,846 0,07269 | 20,3572 | -0,003571 8,9 0,77
0,400 0,117 0,125 0,125 | 0,165 | 0,166 | 0,166 | 0583 | 0,576 | 0,559 | 0918 | 0918 | 0908 | 0,044 0,451 0,793 0,05454 19,5012 | -0,002797 7,0 0,60
0,400 0,107 0,099 | 0,101 0,177 | 0,147 | 0,181 | 05521 | 0504 | 0540 | 0,878 | 0,88 | 0879 | 0,066 0,419 0,779 0,06504 18,5607 | -0,003504 8,8 0,75
E-100-r_avi_17 0,397 0,113 0,113 0,131 0927 | 0972 | 0977 | 068 | 0673 | 0,628 | 099 | 1,033 | 1,025 | 0,840 0,543 0,899 0,15472 19,5482 | -0,007915 19,9 1,53
E-137-h_avi_18 0,401 0,096 0,099 0,097 0,203 | 0216 | 0,197 | 0,628 | 0598 | 0,627 1,063 1,003 1,021 0,108 0,520 0,932 0,10810 21,4480 | -0,005040 12,6 1,49
E-137cc-h_avi_18 0,399 0,105 0,097 0,092 | 0270 | 0241 | 0243 | 065 | 0,693 | 0,655 1,025 1,076 1,076 0,153 0,571 0,961 0,15798 21,0296 | -0,007512 18,8 2,94
E-101-r_avi_18 0,403 0,078 0,083 0079 | 0219 | 0215 | 0252 | 0619 | 0649 | 0637 | 0997 | 1,044 | 1,090 | 0,148 0,555 0,964 0,14807 | 21,2323 | -0,006974 | 17,3 1,68
E-10lcc-r_avi_18 0,403 0,083 0,083 0,085 0222 | 0,226 | 0,231 0,612 | 0,607 | 0,576 | 1,029 1,017 | 1,007 0,143 0,515 0,934 0,13479 20,6133 | -0,006539 16,2 145
E-138-h_avi_19 0,402 0,107 0,109 0,110 | 0240 | 0,200 | 0,206 | 0622 | 0586 | 0,606 | 1,003 1,024 | 1,047 0,107 0,496 0,916 0,10160 21,0758 | -0,004821 12,0 1,57
E-102-r_avi_19 0,419 0,081 0,087 0,087 0233 | 0210 | 0263 | 0602 | 0578 | 0619 | 1,041 1,023 1,118 0,150 0,515 0,976 0,13420 | 21,4896 | -0,006245 14,9 1,04
E-139-h_mar_20 0,400 0,105 0,115 0,107 0344 | 0,392 | 0381 0,752 | 0,750 | 0815 1,221 1,168 | 1,249 0,263 0,663 1,103 0,25646 | 21,8783 | -0,011722 | 29,3 581
E-103-r_mar_20 0,400 0,100 0390 | 0418 0,769 | 0,757 1,170 | 1,195 | 0,303 0,662 1,082 0,29334 | 20,2716 | -0,014471 | 36,2 5,42
E-140-h_bis_21 0,402 0,066 | 0072 | 0068 | 0310 | 0311 | 0276 | 0679 | 0,697 | 0703 | 1,072 | 1,081 | 1,118 | 0230 | 0,624 | 1,021 | 022988 | 20,5983 | -0,011160 | 27,7 | 3,36
E-104-r_bis_21 0,406 0,057 0,058 0,061 0275 | 0,390 | 0322 | 0677 | 0723 | 0,777 1,080 1,177 | 1,078 0,270 0,667 1,052 0,27200 | 20,3703 | -0,013353 | 32,9 4,65
E-174-h_bis_36 0,398 0,055 0,059 | 0056 | 0,164 | 0,144 | 0166 | 0545 | 0546 | 0549 | 0946 | 0950 | 0924 | 0,101 0,490 | 0,883 | 0,10058 | 20,3583 | -0,004940 | 12,4 1,35
0,398 0,054 0,054 0,055 0,195 | 0,177 | 0218 | 0586 | 0580 | 0581 [ 0973 | 0999 | 0977 0,142 0,528 0,928 0,13976 | 20,4709 | -0,006827 17,2 1,86
E-225-h_bis_47 0,402 0,061 0,062 0,059 | 0075 | 0078 | 0076 | 0451 | 0454 | 0445 | 0820 | 0828 | 0822 | 0,016 0,389 0,763 0,01587 19,4476 | -0,000816 | 2,03 0,23
0,402 0,057 0,058 0,070 | 0,075 | 0081 | 0076 | 0465 | 0478 | 0459 | 0838 | 0832 | 0825 | 0,016 0,406 0,770 0,02013 19,6401 | -0,001025 2,5 0,29
E-236-r_bis_47 0,403 0,060 0,061 0,063 0384 | 0353 | 0377 | 0,746 | 0,721 | 0,734 | 1,142 1,181 1,159 0,310 0,672 1,099 0,29928 20,5503 | -0,014563 | 36,1 12,0
0,403 0,059 0,057 | 005 | 0300 | 0300 | 0264 | 0,733 | 0,654 | 0670 | 1219 | 1,298 | 1267 | 0,230 | 0,627 1,203 | 0,19995 | 253479 | -0,007888 | 19,6 6,47
E-237-r_bis_48 0,406 0,047 0,049 0,048 0354 | 0,395 | 0488 | 0,891 | 0920 | 0,861 1,247 1,299 1,227 0,364 0,843 1,210 0,38293 22,0158 | -0,017393 | 42,9 13,5
E-141-h_hyd_22 0,401 0,066 0,064 | 0,061 0480 | 0205 | 0221 | 0488 | 0611 | 0642 | 0813 | 1,032 | 1,051 0,138 0,517 0,902 0,14895 21,5833 | -0,006901 17,2 1,32
E-105-r_hyd_22 0,399 0,063 0,071 0,060 | 0,151 | 0,155 | 0,172 | 0532 | 0,528 | 0,537 | 0927 | 0972 | 0977 | 0,095 0,468 0,894 0,08571 20,8205 | -0,004117 | 10,3 0,97
E-142-h_hyd_23 0,397 0,084 0,081 0,097 0235 | 0270 | 0297 | 0544 | 0,720 | 0,702 | 0856 | 1,101 1,099 0,180 0,568 0,931 0,20244 21,2632 | -0,009521 24,0 2,12
E-109-r_hyd_23 0,212 0,052 0,047 0,050 | 0,127 | 0,123 | 0,131 | 0555 | 0525 | 0,531 | 0,934 | 0938 | 0,895 0,077 0,487 0,872 0,08114 20,7118 | -0,003918 18,5 2,42
E-145-h_hyd_27 0,401 0,072 0,061 0,065 0,187 | 0,185 | 0,182 | 05572 | 0566 | 0586 | 0,998 1,036 | 0,977 0,119 0,509 0,938 0,11268 21,3155 | -0,005286 13,2 0,89
E-113-r_hyd_27 0,401 0,062 0,052 | 0,061 0,109 | 0,118 | 0,125 | 0493 | 0502 | 0496 | 0876 | 0917 | 0878 | 0,059 0,439 0,832 0,05696 | 20,1284 | -0,002830 | 7,06 0,71
E-146-h_hyd_27 0,400 0,071 0,064 0,066 | 0,194 | 0228 | 0226 | 0656 | 0,638 | 0,597 1,090 1,052 1,029 0,149 0,563 0,990 0,14658 21,9013 | -0,006693 16,7 1,34
E-114-r_hyd_27 0,400 0,066 0,065 0,063 0,189 | 0,192 | 0,191 | 05559 | 0572 | 0567 | 0,968 1,024 | 0,991 0,126 0,501 0,929 0,11696 20,9324 | -0,005588 14,0 1,02
E-226-h_hyd_49 0,401 0,062 0,059 | 0063 | 0247 | 0278 | 0316 | 0666 | 0,726 | 0,709 | 1,130 | 1,120 | 1,100 | 0,220 0,639 1,055 0,22012 | 21,7657 | -0,010113 | 25,2 3,39
E-238-r_hyd_49 0,401 0,053 0,058 0,056 | 0,181 0,174 | 0,185 | 0,553 | 0,544 | 0,568 | 0900 | 0917 | 0,893 0,124 0,499 0,848 0,12871 18,8382 | -0,006832 17,0 1,95
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E-227-h_hyd_50 0,402 0,058 0,061 0,057 | 0354 | 0395 | 0488 | 0891 | 0920 | 0,861 1247 | 1,299 | 1,227 | 0,354 0,832 1,199 0,19286 | 20,4688 | -0,009422 | 23,4 3,27
E-239-r_hyd_50 0,401 0,056 0,058 | 0052 | 0202 | 0,189 | 0,195 | 0579 | 0601 | 0661 | 0968 | 0916 | 0942 | 0,140 0,558 0,886 0,15529 19,4307 | -0,007992 | 19,9 1,36
E-143-h_lap_24 0,399 0,066 0,067 | 0065 | 0,178 | 0,171 | 0,183 | 0,538 | 0552 | 0583 | 0982 | 0973 | 1,007 | 0,111 0,492 0,921 0,10328 | 21,0870 | -0,004898 | 12,3 1,33
E-110-r_lap_24 0,403 0,108 0,101 0,107 | 0,121 | 0,131 | 0,139 | 0515 | 0,528 | 0,505 | 0,880 | 0912 | 0935 | 0,025 0,411 0,804 0,02383 | 20,2844 | -0,001175 | 2,92 0,16
0,403 0,105 0,107 | 0,099 | 0,122 | 0,130 | 0,126 | 0485 | 0498 | 0478 | 0874 | 0916 | 0884 | 0,022 0,384 0,788 0,01523 19,9276 | -0,000764 | 1,90 0,10
0,403 0,089 0,090 | 0095 | 0,110 | 0,116 | 0,116 | 0483 | 0487 | 0515 | 0861 | 0875 | 0874 | 0,023 0,404 0,779 0,02369 19,6857 | -0,001203 | 2,99 0,16
E-144-h_lap_25 0,397 0,062 0,063 0,065 | 0240 | 0241 | 0265 | 0654 | 0,702 | 0,682 | 1,117 | 1,085 | 1,122 | 0,186 0,616 1,045 0,18581 22,3729 | -0,008305 | 20,9 2,13
E-111-r_lap_25 0,400 0,074 0,076 0,077 0,309 | 0,336 | 0370 | 0,640 | 0,703 | 0,635 1,015 1,019 | 1,089 0,263 0,583 0,965 0,25261 18,2956 | -0,013807 | 34,5 1,89
E-112-r_lap_26 0,266 0,049 0,052 0,059 | 0,135 | 0,138 | 0,137 | 0520 | 0,527 | 0,544 | 0,902 | 0896 | 00952 0,083 0,477 0,863 0,08446 | 20,3084 | -0,004159 15,6 1,21
E-147-h_lap_28 0,401 0,074 0,097 0,082 | 0224 | 0247 | 0253 | 0224 | 0247 | 0253 1,072 1,032 | 1,059 0,157 0,157 0,970 0,15311 21,1656 | -0,007234 18,0 1,19
E-115-r_lap_28 0,400 0,061 0,066 0,062 0,146 | 0,155 | 0,169 | 0541 0,522 | 0,553 | 0956 | 0962 | 00975 0,094 0,476 0,901 0,08664 21,0240 | -0,004121 10,3 0,70
E-175-h_lap_37 0,391 0,074 0,075 0,077 | 0,127 | 0,124 | 0,126 | 0502 | 0,505 | 0,507 | 0,872 | 0873 | 0858 | 0,051 0,429 0,793 0,05335 19,3214 | -0,002761 | 7,07 0,83
0,391 0,068 0,065 0,067 0,134 | 0,129 | 0,143 | 0536 | 0517 | 0539 | 0867 | 0917 | 0934 0,069 0,464 0,839 0,07189 20,0704 | -0,003582 | 9,17 1,07
E-181-r_lap_37 0,396 0,067 0,071 0,075 0,196 | 0,194 | 0206 | 0648 | 0632 | 0637 1,036 1,037 | 1,054 0,127 0,568 0,971 0,13364 | 21,9688 | -0,006083 15,4 145
E-229-h_lap_52 0,399 0,062 0,056 0,056 | 0,185 | 0,182 | 0,183 | 0577 | 0,597 | 0,585 | 0,950 1,003 | 0,979 0,125 0,528 0,919 0,12732 | 20,6723 | -0,006159 15,4 1,00
E-241-r_lap_52 0,401 0,083 0,056 0,068 0243 | 0236 | 0236 | 0701 | 0583 | 0670 | 1,072 1,049 | 1,080 0,169 0,582 0,998 0,16865 21,5873 | -0,007812 19,5 1,16
E-148-h_per_29 0,393 0,064 0,064 | 0069 | 0253 | 0255 | 0302 | 0,670 | 0,669 | 0667 | 1,091 | 1,132 | 1,090 | 0,204 | 0,603 1,038 | 0,19806 | 21,7271 | -0,009116 | 23,2 1,79
E-116-r_per_29 0,400 0,064 0,058 0,058 0,181 0,206 | 0245 | 0599 | 0,598 | 0,596 | 0,983 1,037 1,001 0,150 0,537 0,947 0,14657 20,7407 | -0,007067 17,7 1,46
E-176-h_per_38 0,401 0,065 0,066 0,067 0255 | 0,248 | 0255 | 0,641 | 0646 | 0636 | 1,031 1,045 | 0,710 0,186 0,575 0,863 0,20318 17,6072 | -0,011540 | 28,8 3,35
0,401 0,063 0,068 0,067 0222 | 0252 | 0226 | 0658 | 0626 | 0,698 1,095 1,029 1,165 0,167 0,594 1,030 0,16581 22,4689 | -0,007380 18,4 2,14
E-182-r_per_38 0,398 0,066 0,068 0,067 0222 | 0,220 | 0240 | 0,651 | 0604 | 0,621 1,021 1,010 1,012 0,160 0,558 0,947 0,16179 20,4967 | -0,007893 19,8 2,30
E-149-h_amp_30 0,401 0,096 0,095 0,108 0264 | 0283 | 0310 | 0,625 | 0632 | 0721 1,077 1,082 1,127 0,186 0,559 0,995 0,17544 | 21,0827 | -0,008322 | 20,8 2,87
E-150-h_amp_31 0,403 0,072 0,068 | 0070 | 0276 | 0260 | 0306 | 0,726 | 0663 | 0,690 | 1,147 | 1,089 | 1,113 | 0211 0,623 1,046 0,20924 | 21,7540 | -0,009618 | 23,9 3,15
E-177-h_esc_39 0,396 0,073 0,076 0,075 0238 | 0242 | 0252 | 0,665 | 0674 | 0,682 | 1,049 1,073 1,107 0,170 0,599 1,002 0,17419 21,6674 | -0,008039 | 20,3 1,28
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Grafici od 8-7 do 8-150 Grafici zavisnosti apsorbancije 1% rastvora ekstrakata u prisustvu 0,0192 mg/mL i 0,0384 mg/mL internog standarda (dantrona)
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