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Mikromorfoloske karakteristike Salvia amplexicaulis Lam., S. jurisicii KoSanin i S.
ringens Sibth. & Sm. (Lamiaceae), hemijski sastav i bioloska aktivnost njihovih
etarskih uljai ekstrakata

SAZETAK

Ovo istrazivanje je sprovedeno u cilju dobijanja podataka o mikromorfoloskim,
anatomskim i hemijskim karakteristikama i bioloskim dejstvima tri vrste zalfija iz
Makedonije (Salvia amplexicaulis, S jurisicii i S ringens). Uzorci navedenih vrsta
potvrgnuti su mikromorfoloskim, anatomskim i citoloskim analizama po prvi put, a zatim
je sprovedeno sveobuhvatno ispitivanje hemijskog sastava i antioksidativne, antimikrobne,

citotoksicne i antineurodegenerativne aktivnosti njihovih etarskih ulja i ekstrakata.

MikromorfoloSke, anatomske i citoloSke analize vegetativnih i generativnih organa
odabranih biljaka izvedene su upotrebom svetlosne i elektronske mikroskopije (skenirajuce
i transmisione). Analizirane vrste poseduju bifacijalne, hipostromaticne ili amfistomaticne
listove sa stomama paracitnog tipa i kolenhimom distribuiranim uz glavni nerv na
abaksijalnoj strani. S jurisicii i S amplexicaulis poseduju Cetvorougaona, a S. ringens
okruglo stablo. Vegetativni i generativni organi andiziranih vrsta nose raznovrsne
neglandularne i glandularne - peltatne, kapitatne i digitiformne trihome. Broj celija
sekretorne glavice pelatnih trihoma je varirao medu analiziranim vrstama. ,Niske*
kapitatne trihome (Tip 1) su uoCene kod sve tri vrste, dok su ,,visoke* kapitatne trihome
(Tip I1) bile prisutne samo na cvetnim delovima S. ringens. Digitiformne trihome su nadene
nalistovima S. ringens i S jurisicii. OraSice S jurisicii i S ringens su bile sfericnog, a S
amplexicaulis prolatno-sfericnog oblika, dok je ornamentacija povrSine oraSica sve tri vrste
okarakterisana kao retikulatna. Sitnije oraSice S. amplexicaulisi S jurisicii su osluznjavale
nakon 15 minuta, a krupnije oraSice S ringens tek nakon 45 minuta. S. ringens poseduje

heksakolpatna, radijalno simetricna i izopolarna polenova zrna, prolatnog oblika i sa



biretikulatnom ornamentacijom egzine. U bazi plodnika S ringens su uocljive floralne
nektarije u obliku prstena.

Na osnovu GC-FID i GC-MS je pokazano da se etarska ulja S. amplexicaulis i S
jurisicii uglavnhom sastoje od oksidovanih seskviterpena, dok su u ulju S ringens
dominantni oksidovani monoterpeni. Ekstrakti su dobijeni individualnom (voda, etanol,
heksan) i sukcesivnom ekstrakcijom (dihlorometan, etil acetat i metanol). Prinos i
spektrofotometrijski izmereni sadrZzaj ukupnih fenola je bio najvisi u slucaju vodenih i
alkoholnih ekstrakata svih vrsta, dok su etil acetatni ekstrakti pokazali najvisi sadrZzaj
flavonoida. Ekstrakti kompletnih nadzemnih delova i listova sadrzali su znatno vise
ukupnih fenola i flavonoida u odnosu na ekstrakte cvetova i stabala. Nisu primecene
znaCajne varijacije u sadrzaju ukupnih fenola i flavonoida u dve uzastopne sezone. Sastav
fenolnih komponenti u pet tipova ekstrakata istrazivanih vrsta je analiziran pomocu HPLC-
DAD cime je najveci broj fenolnih komponenti idenifikovan u metanolnim ekstraktima, za
kojima slede etanolni i vodeni ekstrakti. Kafena i ruzmarinska kiselina su u najveéem
procentu bile prisutne kod S. ringens, dok su medu flavonoidima najzastupljeniji bili

glikozidi kempferola.

Antioksidativna aktivnost je procenjena pomocu Cetiri spektrofotometrijska testa:
DPPH, ABTS, FRAP i [3-karoten/linolna kiselina test. Pojedini vodeni i alkoholni ekstrakti
S amplexicaulis i S ringens su redukovali DPPH radikal efikasnije od standardnog
antioksidansa BHT (1Cs0<17,94ug/mL), dok se etarsko ulje S. ringens pokazalo viSestruko
dlabijim u odnosu na ekstrakte ove biljke. Ekstrakti su pokazali slabije dejstvo u odnosu na
standardne antioksidanse u ABTS i FRAP testu. Etanolni i vodeni ekstrakti S. ringens su se
pokazali efikasnijim od standardnih antioksidanasa u R3-karoten/linolna kiselina testu.
Ekstrakti listovai kompletnih nadzemnih delova su ispoljili visi antioksidativni kapacitet u
poredenju sa ekstraktima cvetova i stabala. Antioksidativna aktivnost je jaCe korelisana sa
spektrofotometrijski izmerenim sadrzajem ukupnih fenola, dok je korelacija sa rezultatima
HPLC-DAD analize bila jaCa u slucaju flavonoida, posebno glikozida kempferola. Najvisi
koeficijenti korelacije su utvrdeni za parove testova DPPH/ABTS i ABTS/FRAP. Etanolni
I vodeni ekstrakti svih biljaka i etarsko ulje S ringens su ispoljili antimikrobno dejstvo u



mikrodilucionom testu koje je bilo znatno slabije u poredenju sa streptomicinom i
ketokonazolom. Ngsenzitivnije bakterije su bile Staphylococcus aureus, Micrococcus
flavus i Bacillus cereus, a mikromicete Trichophyton mentagrophytes, Aspergillus glaucus
i pojedine vrste Candida. Citotoksicni potencijal etanolnih i vodenih ekstrakata
proucavanih vrsta je procenjen MTT testom, gde se ngjefikasnijim pokazao vodeni ekstrakt
S. ringens protiv HCT-116 Celijske linije kolorektalnog karcinoma (1Cs=9,83 pug/mL). Na
testiranim koncentracijama, etanolni i vodeni ekstrakti testiranih vrsta su se pokazali
dlabijim inhibitorima acetilholinesteraze u odnosu na galantamin, ali znatnho efikasnijim

inhibitorima tirozinaze u poredenju sa kojicnom kiselinom.

Pojedini ekstrakti S. ringens i S amplexicaulis predstavljaju obeéavajuci izvor
fenolnih jedinjenja koji mogu naci primenu kao antioksidansi, citotoksi¢ni agensi i

inhibitori tirozinaze.
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Micromor phological characteristics of Salvia amplexicaulis Lam., S. jurisicii Kosanin
and S. ringens Sibth. & Sm. (Lamiaceae), chemical composition and biological activity

of their essential oils and extracts

ABSTRACT

This study was caried out in order to obtan data on anatomical,
micromorphological and phytochemical characteristics as well as biological activities of
three sage species originating from Macedonia (Salvia amplexicaulis, S jurisicii and S
ringens). Plant material of these species was anadyzed from anatomical,
micromorphological and cytological point of view for the first time. Subsequently, their
essential oils and extracts were subjected to comprenhensive investigation of chemical
composition and antioxidative, antimcrobial, cytotoxic and antineurodegenerative effects.

Anayses of anatomical, micromorphological and cytological characteristics of
vegetative and generative plant organs were performed using light microscopy, scanning
and transmission electron microscopy. The leaves of analyzed species are bifacial, hypo-
and amfistomatic, with paracytic stomata and collenchyma distributed in the midrib on
abaxial side. Stems of S jurisicii and S. amplexicaulis are quadriangular in cross-section,
while stem of S ringens is round-shaped. Vegetative and generative organs of examined
species bear a variety of non-glandular and glandular trihomes, including peltate, capitate
and digitifom ones. Secretory head cells varied between different species. ,,Short* capitate
trihomes (Type 1) had been noticed in all of species, while ,,long*“ capitate trihomes (Type
I1) were present only in floral parts of S ringens. Digitiform trihomes were found in S
jurisicii and S. ringens leaves. S jurisicii and S ringens have spherica and S
amplexicaulis prolate-spherical nutlets. Ornamentation of nutlets surfaces were
characterized as reticulate. Mixocarpy was observed 15 minutes after wetting in smaller

nutlets of S. amplexicaulis and S. jurisicii and after 45 minutesin larger S. ringens nutlets.



Pollen grains of S ringens are prolate, hexacolpate, radially simmetric, isopolar, with
bireticulate egzine ornamentation. Floral nectaries of S ringens are ring-shaped and

noticeable in the ovarial base.

GC-FID and GC-MS analyses showed that essential oils of S, amplexicaulis and S.
jurisicii were mainly composed of oxygenated sesquiterpenes, whilein S. ringens dominant
class od components were oxigenated monoterpenes. The extracts were obtained using
individual (water, ethanol, hexane) and successive extraction procedures (dichloromethane,
ethyl acetate and methanol). The yield and spectrophotometrically determined total
phenolic content were the highest in extracts obtained by water and alcohols, while the
highest flavonoid contents were obtained in ethyl acetate extracts. The contents of total
phenolics and flavonoids were much higher in whole plants and |eaves extracts comparing
to extracts of flowers and stems. No significant differences were observed in phenolic and
flavonoid conents in two successive seasons. Results on phenolic composition of five types
of extracts, studied using HPLC-DAD, showed that the largest number of phenolic
components were present in methanol, followed by ethanol and water extracts. Extracts of
S ringens contained caffeic and rosmarinic acid in the highest percentage, while the most

abundant flavonoidsin al investigated species were kaempferol glycosides.

Antioxidant activity was evaluated using four spectrophotometric tests. DPPH,
ABTS, FRAP and (3-carotten/linoleic acid assay. Certain water and alcoholic extracts of S.
amplexicaulis and S ringens performed more efficient reduction of DPPH radical than
standard antioxidant BHT (I1Cs0<17,94ug/mL). Essential oil of S. ringens was significantly
weaker than extracts of this plant. The tested extracts were less effective in ABTS and
FRAP assays than standard antioxidants. In 3-carotten/linoleic acid assay, ethanolic and
water extracts of S. ringens showed stronger inhibition than standards. Whole plant and |eaf
extracts showed higher antioxidant capacity compared to flower and stems extracts.
Antioxidant activity of extracts was strongly correlated to spectrophotometrically measured
total phenolic content and flavonoid content determined by HPLC-DAD, particularly to
kaempferol glycosides content. The strongest correlation was established for tests
DPPH/ABTS and ABTS/FRAP. All ethanolic and water extracts and essential oil of S



ringens showed antimcrobial effects in microdilution assay, which was weaker than those
obtained for streptomycin and ketoconazole. The most sensitive bacteria were
Saphylococcus aureus, Micrococcus flavus and Bacillus cereus, and among micromycetes
Trichophyton mentagrophytes, Aspergillus glaucus and certain Candida species. Cytotoxic
potential of ethanolic and water extracts was examined by MTT assay, where the highest
efficiancy showed water extract of S ringens against HCT-116 colorectal carcinoma cell
line (1C5=9,83 pg/mL). At tested concentrations, ethanolic and water extracts showed
weaker inhibition of acetylcholinesterase than galanthamin, but stronger tyrosinase

inhibition compared to kojic acid.

Severa S ringens and S. amplexicaulis extracts are shown to be promising source
of phenolic components, which could be exploited as antioxidants, cytotoxic agents and

tyrosinase inhibitors.

Keywords: Salvia amplexicaulis, Salvia jurisicii, Salvia ringens, sage, micromorphology,

anatomy, trihomes, essential oils, extracts, biological activities
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LISTA SKRACENICA:

AAE - ekvivaent askorbinske kiseline

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

AChE - acetilholinesteraza

AD - Alchajmerova bolest

ATCC - American Type Culture Collection

BA — betulinska kiselina

BEOFB - Institut za botaniku, Bioloski fakultet, Univerzitet u Beogradu
BHA — butil hidroksianizol

BHT — butil hidroksitoluen

CFU - broj Celija koje formiraju koloniju

CML - hroni¢na mijeloidna leukemija

DHM - dihlorometan

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMSO - dimetilsulfoksid

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

DPPH - 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

DTNB - 5,5-ditiobis (2-nitrobenzojeva kiselina)

ETAC — etil acetat

ETOH - etanol

FBS - fetal bovine serum



FCS - fetal calf serum

Fe(11)-TPTZ — fero - tripiridiltriazin

Fe(ll)-TPTZ — feri - tripiridiltriazin

FRAP — metoda bazirana na redukciji Fe(l11)-kompleksa u reakciji sa antioksidansom
GAE - ekvivaent galne kiseline

GC-FID - gasna hromatografija - plameno-jonizujuca detekcija

GC-MS - gasna hromatografija - masena spektrometrija

HCT-116 — Celijska linija humanog kolorektalnog karcinoma

HPLC - teCna hromatografija pod visokim pritiskom

ICso vrednost — koncentracija uzorka koja ukljanja 50% radikala i/ili inhibira prezivljavanje

Celija za 50%

K562 — imortalizovana Celijska linija hroni¢ne mijeloidne leukemije
L-DOPA - 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin

MBC — minimalna baktericidna koncentracija

MEM - minimalni esencijalni medijum

MEOH — metanol

MFC — minimal na fungicidna koncentracija

MIC — minimalna inhibitorna koncentracija

MTT —4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliumbromid
OA - oleinska kiselina

PD — Parkinsonova bolest

pH — mera aktivnosti vodonikovih jona

QE - ekvivaent kvercetina



r — Pirsonov koeficijent korelacije

ROS - reaktivne vrste kiseonika

SAD - Sjedinjene Americke Drzave

SDA - Saburo-dekstrozni agar

SEM - skenirajuca el ektronska mikroskopija
SM - svetlosna mikroskopija

(3-CB - [3-karoten/linolna kiselina test

SW480 - Celijska linija humanog kolorektalnog karcinoma
SZ0O - Svetska zdravstvena organizacija

TEM - transmisiona elektronska mikroskopija
TPTZ - 2,4,6-tripiridil-s-triazin

Tris— 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol
TYR - tirozinaza

UA - ursolnakiselina

UV-DAD - UltraViolet - Diode Array Detector
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1. UvOD
1.1. Lekovitebiljke

Lekovite biljke su biljke koje sintetiSu bioloSki aktivne supstance koje pozitivno
deluju na organizam zbog Cega se upotrebljavaju kao terapeutska sredstva (Kovacevic,
2002). Stoga je razumljiva Cinjenica da lekovite biljke predstavljaju najstariji i
najzastupljeniji vid leCenja koji je u upotrebi hiljadama godina (Kamboj, 2000; Balunas i
Kinghorn, 2005; Petrovska, 2012; Omwengai dr., 2015).

LeCenje biljkama je kod primitivnih zajednica bilo povezano sa religijskim i
ritualnim obredima. Fosilni podaci govore da su ljudi koristili biljke za leCenje joS u
Srednjem Paleolitu, pre oko 60000 godina (Fabricant i Farnsworth, 2001). Najstariji zapis
0 koriscenju biljaka u leCenju vode poreklo iz Nipura (Mesopotamija) i stari su gotovo 5000
godina. Na sumerskoj glinenoj plocici nadeno je 12 recepata sa oko 250 razliCitih biljaka
medu kojima su neke izrazito alkaloidne kao Sto su mak, bunika i mandragora. Zapisi o
koris¢enju lekovitih biljaka ukljucujuci njihove opise i naCine upotrebe su pronadeni i kod
naroda Dalekog istoka (Kineska knjiga o korenju i travama, Sen-Nung, 2737 - 2629. godine
p.n.e), Indusa (Vede 2000 - 1000 godina p.n.e), Egipcana (Papirus Ebers, 1500 godina
p.n.e.), akasnijei kod Grkai Rimljana (Cragg i Newman, 2002; Kovacevi¢, 2002; Janick,
2003; Petrovska, 2012) (Slika 1).

Slika 1. Glinena plocica iz Nipura nastala oko 2100. godine p.n.e (levo) i Papirus
Ebersiz 1530. godine p.n.e. (desno) (Janick, 2003).
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Grcki filozof Herodot je prvi ukazao na vezu izmedu gradenja piramida i belog i
crnog luka (Allium sativum i Allium cepa), koji su se prema zapisu na piramidama, koristili
u ishrani kako bi graditeljima dali snagu za tezak fizicki rad. Pitagora je 600-tih godina
p.n.e. poducavao svoje ucenike o naCinima leCenja uz pomoc¢ lekovitih biljaka, a veliki
doprinos su dali i filozof i prirodnjak Teofrast (oko 300 godina p.n.e) kao i filozof
Dioskorid (100 godina), tvorac dela De Materia Medica (Cragg i Newman, 2002; Janick,
2003). Galenska farmacija je nastala u starom Rimu zahvaljujuci Galenu (130 - 200 godine)
koji je joS pre 1800 godina zapisao recept biljne kreme za lice (pomade) koji i danas Cini

osnovu savremenih krema (Cragg i Newman, 2002; Petrovska, 2012).

U srednjem veku (VI - XII vek) se leCenje, izrada lekova kao i gajenje lekovitog i
aromati¢nog bilja obavljalo u manastirima u Engleskoj, Irskoj, Francuskoj i Nemackoj
(Cragg i Newman, 2002; Kovacevi¢, 2002). Arabljani su preuzeli deo grcko-rimske
ekspertize i prosirili ih znanjima iz Kine i Indije koja su im tada bila na raspolaganju.
Poznati persijski polimat Avicena (980 - 1037. godine) je objedinio svoja znanja iz
farmacije i medicine u delu Canon Mediacae. Farmacija kao naucna disciplina poCinje da
se razvija posle Francuske revolucije u vreme Lavoazijea, Selea, Pristlija i dr (Cragg i
Newman, 2002; Kovacevic, 2002).

U VII veku su slovenski narodi koristili niz razliCitih biljaka, kao Sto su ruzmarin,
bosiljak i perunikau kozmetici, beli luk kao lek, ¢emeriku, krastavac, koprivu, hajducku
travu, cvet lavande i cvet zove protiv insekata, ajedi¢ kao otrov za strele u lovu (Petrovska,
2012). Znacajni medicinski spisi sa naSeg podneblja su Hodoski kodeks (XIV vek) i
Hilandarski medicinski kodeks (XV i XV1 vek) (Kovacevi¢, 2002; Jari¢ i dr., 2011).

Upotreba biljaka Cini osnovu sofisticiranog sistema tradicionalne medicine koji
opstaje hiljadama godina u mnogobrojnim kulturama Sirom sveta (Cragg i Newman, 2002).
Prema definiciji Svetske zdravstvene organizacije (SZO) iz 2008. godine, termin
“tradicionalna medicina” se odnosi na ukupna znanja, vestine i praksu koje se bazirgju na
autohtonim teorijama, verovanjima i iskustvima razliCitih kultura koje se koriste u cilju
prevencije, dijagnoze i terapije fizickih i mentalnih bolesti (Omwenga i dr., 2015).
ProucCavanjem znanja ljudskih zajednica o biljnom svetu bavi se etnobotanika, koris¢enjem
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biljaka u leCenju etnomedicina ili etnobotaniCka medicina, a bioloskom aktivnoscu
narodnih lekova i otkrivanjem novih lekova etnofarmakologija. Etnofarmakologija se
bazira na botanici, hemiji, biohemiji, farmakologiji, ali i antropologiji, istoriji, arheologiji i
lingvistici sa ciljem primene ovih znanja u medicinske svrhe (Fabricant i Farnsworth,
2001).

Svetska zdravstvena organizacija procenjuje da oko 80% svetske populacije koristi
tradicionalnu medicinu u pojedinim aspektima primarne zdravstvene nege (Kamboj, 2000;
Cragg i Newman, 2002; Omwenga i dr., 2015). Ovaj podatak moZe biti objaSnjen
dostupnos¢u biljaka, pristupacnoSéu cena u poredenju sa konvencionalnim lekovima,
jednostavnim gajanjem i preradom, ali pre svega odsustvom nuspojava i na zdravlje i na
Zivotnu sredinu za razliku od komercijalnih lekova, kozmetickih preparata i konzervanasa
koji se koriste u prehrambenoj industriji (Kamboj, 2000; Omwengai dr., 2015). Hemijska
jedinjenja prisutna u biljci, odnosno biljnom leku su deo fizioloskih funkcija zivih sistemai
stoga se veruje daimaju bolju kompatibilnost sa ljudskim organizmom (Kamboj, 2000).

Lekovite biljke su primarno koris¢ene za pripremu tinktura, Cajeva, kataplazmi i
praskova i drugih jednostavnih biljnih formulacija (Balunas i Kinghorn, 2005). Aktivha
jedinjenjalekovitih biljaka seizoluju i karakteriSu poCev od 1816. godine kada je analgetik
morfin prvi put izolovan iz opijumskog maka (Papaver somniferum), biljke koris¢ene jo$ u
drevnoj Mesopotamiji (Cragg i Newman, 2002; Baunas i Kinghorn, 2005). Kinin i
artemizinin koji su se tradicionalno koristili protiv malarije izolovani su iz kore vrsta roda
Cinchona koje su domoroci Amazonije koristili za leCenje groznice, odnosno iz Artemisia
annua. Rezerpin, jedinjenje sa antihipertenzivnim degjstvom koje se koristi u indijskoj
guverdi, dobijen je iz Rauwolfia serpentine, efedrin koji se u Kini koristi protiv astme iz
Ephedra sinica, a tubokurarin koji se od davnina koristi u Amazoniji kao miorelaksans iz

vrstarodova Chondrodendron i Curarea (Cragg i Newman, 2002).

Farmaceutske kompanije su zainteresovane za Sto brze i Sto efikasnije metode
kojima se dolazi do aktivnih sastojaka novih lekova, kao Sto su metode sintetiCke i
kombinatorne hemije i molekularnog modelovanja (Balunas i Kinghorn, 2005). Medutim,

smanjenje efikasnosti sintetickih lekova i pojava brojnih kontraindikacija koje mogu biti
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opasnije nego bolest koju ovi lekovi treba da izleCe uCinila je ponovo aktuelnim istrazivanja
i korisc¢enje prirodnih lekova u razvijenom svetu (Kamboj, 2000; Petrovska, 2012).

Put od lekovite biljke do otkrica leka obuhvata nekoliko faza. Na samom pocetku,
botanicar, biljni ekolog, etnobotanicar ili etnofarmakolog prikuplja biljni materijal vrste
poznate u tradicionalnoj medicini ili veliki broj taksona sa ciljem skrininga njihovih
bioloskih aktivnosti. Nakon toga fitohemiCari pripremaju biljne ekstrakte, testiraju
aktivnosti i izoluju i karakteriSu aktivne komponente, a molekularni biolozi otkrivaju i
razjaSnjavaju mete i mehanizme njihovog dejstva. Farmakognozija objedinjuje ova polja

istrazivanja u jedinstvenu interdisciplinarnu nauku (Balunasi Kinghorn, 2005).

1.2. Familja Lamiaceae

Familija Lamiaceae Martinov (Labiatae Adans., usnatice) je jedna od najvecih,
kosmopolitski rasprostranjenih familija cvetnica sa vise od 7200 vrsta svrstanih u 240
rodova od kojih su nagbrojniji Salvia (900 vrsta), Scutellaria (360 vrsta), Stachys (300
vrsta), Plectranthus (300 vrsta), Hyptis (280 vrsta), Teucrium (250 vrsta), Vitex (250 vrsta),
Thymus (220 vrsta) i Nepeta (200 vrsta) (Harley i dr., 2004).

Erdtman je 1945. godine na osnovu broja jedara i broja apertura polenovog zrna
podelio familiju Lamiaceae na dve podfamilije, Lamioideae i Nepetoideae. Usled razvoja
molekularne sistematike, podfamilija Lamioideae je znaCajno promenjena u odnosu na
Erdtman-ovu klasifikaciju, dok je podfamilija Nepetoideae bila konstantno podrzana kao

monofiletska grupa na osnovu morfoloskih i molekularnih dokaza (Moon i dr., 20084).

Vrste ove familije uglavnom naseljavaju suva, dobro osuncana stanista Sirom sveta,
sa izuzetkom najhladnijih polarnih regiona, a najveci diverzitet je u tropskim i umerenim
oblastima, posebno u Mediteranu, Maloj i centralnoj Aziji gde postoji sezonska smena
klime (Walker i Sytsma, 2007; Raja, 2012). Veoma su aromaticne usled prisustva etarskih
ulja koja regulisu transpiraciju i Stite ih od preteranog zagrevanja (Marin, 2003; Raja,
2012). Ova familija obuhvata jednogodisnje i viSegodisSnje vrste, Cija se raznovrsnost formi

krece od visokih drvenastih biljaka poput tikovine (Tectona grandis) do poluzbunstih,
4



Uvod

Zbunastih i zeljastih vrsta. Ipak, najveci broj predstavnika su viSegodisnje zeljaste biljke
(perene) (Moon i dr., 2008a).

U podfamiliji Nepetoideae su izdvojena tri tribusa - Elsholtzieae, Mentheae i
Ocimeae od kojih je najveCi i ekonomski najznacajniji Mentheae koji obuhvata tri
subtribusa (Salviinae, Menthinae i Nepetinae) sa oko 65 rodovai 2300 vrsta (Harley i dr.,
2004; Moon i dr., 2008a; Drew i Sytsma, 2012). Usled produkcije etarskih ulja,
mnogobrojne vrste iz tribusa Mentheae su izrazito aromaticne i zbog toga Siroko koris¢ene
kao lekovite biljke i zacini, kao Sto su maticnjak (Melissa), divlji bergamot (Monarda),
macina trava (Nepeta), nana (Mentha), origano i magoran (Origanum), ruzmarin
(Rosmarinus), zalfija (Salvia), Cubar, rtanjski Caj (Saturga), majCina dusica i timijan
(Thymus), bosiljak (Ocimum) (Moon i dr., 2008a; Drew i Sytsma, 2012; Raja, 2012).

1.2.1. Morfoloske, anatomske i mikromorfoloske karakteristike biljaka familije
Lamiaceae

Korenov sistem biljaka ove familije je dobro razvijen, po tipu osovinski, sa glavnim
i velikim brojem bocnih korenova (Raja, 2012). Na popre¢nom preseku glavnog korena se
mogu uociti periderm, sekundarna korai sekundarno drvo. Kora se sastoji od 5 - 10 slojeva
parenhimskih Celija, floemskih elemenata i manje ili vise uocljivih grupica sklerenhimskih
vlakana, dok je sekundarno drvo izgradeno od ksilemskih elemenata izmedu kojih se nalaze
srzni zraci. Kambijalni prsten je slabo uoCljiv, a srZ je slabo razvijena (Ozkan i Soy, 2007;
Ozkani dr., 2008; Barani Ozdemir, 2009; Celepi dr., 2011; Shirsat i dr., 2012).

Stablo biljaka iz familije Lamiaceae moze biti uspravno (nadzemno) ili polozeno
(delimi¢no iznad zemljista ili podzemno). Podzemna stabla (rizomi) se razvijgu kod
visegodisnjih predstavnika i oplutnjavela su na povrsini (Ifrim i Toma, 2004). Nadzemno
stablo je manje ili viSe razgranato, Cetvorougaono, rede okruglo na popre¢nom preseku
(Lakusi¢ i dr., 2010; Raja, 2012). Na povrsini nadzemnog stabla se nalazi jednoslojni
epidermis, sa manje ili viSe razvijenom kutikulom. Primarna kora je gradena od uglastog

kolenhima koji je distribuiran subepidermalno po uglovima stabla u obliku uzduznih traka i
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od parenhima Ciji poslednji sloj Cine Celije blago zadebljelih zidova bogate skrobom
(skrobna sara) (Petkovi€ i dr., 2005; Lakusic i dr., 2010). Pericikl centralnog cilindra je
graden od sklerenhima (LakuSi¢ i dr., 2010), a provodno tkivo je organizovano u obliku
prstenova uzeg floema i Sireg ksilema, izmedu kojih je manje ili vise uocljiv kambijalni
prsten (Petkovic i dr., 2005; LakusSi¢ i dr., 2010; Celep i dr., 2011). U samom centru stabla
je centralna Supljina oko koje su ostaci srzi (Ifrim i Toma, 2004; Petkovi¢ i dr., 2005;
LakusSic i dr., 2010; Celepi dr., 2011; Venkateshappai Sreenath, 2013).

Listovi su obi¢no sa dobro razvijenom lisnom drSkom, a obod lamine moze biti ceo,
testerast, grubo ili samo delimi¢no nazubljen, mada postoje predstavnici sa perasto
useCenim obodima liski. Rasporedeni su naspramno, sa dva lista u prsljenu - dekusirani
(unakrsni) raspored listova (Petkovi¢ i dr., 2005; Raja, 2012). Zalisci nisu razvijeni,
nervatura je mreZasto-perasta (Baran i Ozdemir, 2009). Listovi su bifacijalni, odnosno na
popre¢nom preseku se mogu razlikovati epidermis lica i epidermis nali¢ja izmedu kojih se
nalazi mezofil. Celije epidermisa lica su ¢esto krupnije u odnosu na one na nali¢ju, dok je
mezofil u tipicnom slucaju diferenciran na jedno- ili dvoslojno palisadno i viseslojno
sunderasto tkivo (Celep i dr., 2011; Maoon i dr., 2009). U mezofilu se nalaze kolateralni
provodni snopiéi okruzeni parenhimskim tkivom (Ozkan i dr., 2008; Lakusi¢ i dr., 2010).
Iznad ksilema nekih Teucrium vrsta se mogu uoCiti sekretorni idioblasti tj. uljane Celije
(Laku$i¢ i dr., 2010). Listovi su amfistomati¢ni ili hipostomati¢ni, najceSCe sa
anomocitnim, paracitnim i/ili diacitnim stomama (Ifrim i Toma, 2004; Moon i dr., 2009;
Lakusic i dr., 2010, Venkateshappai Sreenath, 2013).

Kod najveteg broja predstavnika familije usnatica listovi su pokriveni
neglandularnim i glandularnim trihomama koji imaju mehanicku uloga odnosno sintetisu
etarska ulja (Raja, 2012). Diverzitet epidermskih karaktera listova potiCe od varijacija u
morfologiji Celija, tipova stoma i trihoma. lako svaki karakter zasebno ima ogranicenu
vrednost za sistematiku, kombinacija vise njih moze biti relevantna, naroCito za
identifikaciju vrsta (Moon i dr., 2009). Karakteri vezani za cvetni region biljke su znatno
stabilniji s obzirom na ulogu u razmnoZavanju, a samim tim i odrZavanju, rasprostiranju i

proSirenju areala vrste.
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Ime familije ,,usnatice (Labiateae, lat. labium - usna) poticCe od dvousnatog oblika
cveta koji je karakteristiCan za ovu familiju (Marin, 1996). Cvetovi su pojedinacni ili
skupljeni u prsljenaste klastere (Raja, 2012). VeliCina cveta kod vrsta iz tribusa Mentheae
varira od nekoliko milimetara (Lepechinia dioica) do nekoliko centimetara (Salvia patens),
sa Sirokim opsegom boja kruni¢nih listica (Drew i Sytsma, 2012). Cvetovi su entomofilni i
izrazito zigomorfni, rede aktinomorfni, kao kod vrsta roda Mentha. CaSica je zvonasta ili
dvousnata izgradena od pet sraslih listica; krunicu gradi pet sraslih listia koji u donjem
delu grade cev na Cijem se obodu nalaze dve usne. Cvetovi su najceS¢e dvopolni. Pradnika
je Cetiri, dva duZa i dva kraca, a kod nekih vrsta postoje samo dva praSnika, kao kod
parafiletskog roda Salvia (Walker i Sytsma, 2007; Drew i Sytsma, 2012).

Ova redukcija prasnika i specijalizovani mehanizam poluge prisutan kod vrsta ovog
roda su jedinstveni kod cvetnicai razvijeni su u cilju povecanja uspeha polinacije (Moon i
dr., 2008a,b). JoS neke specijalizacije doprinose reproduktivnom uspehu biljaka ove
familije, kao Sto su diecke biljke (Lepechinia spp. sect. Parviflorae), ginodiecke biljke
(Mentha spp., Thymus spp. i nekoliko drugih rodova) i heterostilija (Salvia brandegeei)
(Drew i Sytsma, 2012). TucCak je nadcvetan, graden iz dve karpele i laznom pregradom
podeljen na 4 okca u kojima se nalazi po jedan anatropni semeni zametak. Stubic je
ginobaziCan i dugaCak i na vrhu nosi dvoreznjevit zig (Marin, 1996). Polenova zrna su
najceSce trikolpatna i heksakolpatna, na osnovu Cega je 1945. godine Erdtman podelio
familiju usnatica na podfamiliju Lamioideae sa trikolpatnim polenom koji se rasgava u
dvocelijskom stadijumu i podfamiliju Nepetoideae sa heksakolpatnim polenom koji se

rasgjava u stadijumu od tri ¢elije (Moon i dr., 20084).

Plod je specifiCan za ovu familiju i naziva se merikarpijum (podeljeni plod), jer se
formira u dimernom, dvookom plodniku koji se sekundarno deli na 4 plodic¢a (oraSice)
(Marin, 1996). Mada se termin ,,oraSica“ uobiCajeno koristi kada se govori o plodovima
Lamiaceae, mnogo adekvatniji termin je ,,merikarp“ (Ozkan i dr., 2009). Svaka orasica je
obavijena tvrdim perikarpom na povrsSini koji Cvrsto srasta sa tankom i opnastom
semenjacom. Orasice su najceSCe oblika Cetvrtine kruga i dorzoventralno spljostene sa

ispupfenom dorzalnom i trouglastom ventranom stranom zbog dodirivanja sa ostalim
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oraSicama. Sem loptastog oblika (npr. Sachys silvatica i Salvia officinalis), orasice mogu
biti i Siroko ovalne (Melissa officinalis) i obovalne, tj. klinaste ili Stapi¢aste (Phlomis
tuberosa). Boja oraSica je u opsegu od sive, preko sivomrke do kestenjaste. VeliCina oraSica
variraizmedu 0,4 i 6,0 mm (Marin, 1996).

Perikarp vrsta iz tribusa Mentheae je diferenciran na Cetiri osnovna dela: egzokarp,
mezokarp, sklerenhim i endokarp (Ryding, 2010). U sistematskim istrazivanjima usnatica
najznacajniji su izgled bazalnog i vrSnog dela i ornamentacija spoljne povrsine oraSica. Na
povrsini se mogu naci izraStaji u vidu trihoma razliCitih po obliku, duZini i poloZaju.
Stopalni oziljci na bazalnom delu oraSice koji nastaju njenim odvajanjem od cvetne loze

(receptaculum) su takode vrlo znacCajni karakteri (Marin, 1996).

Vegetativni i generativni delovi veCine predstavnika familije Lamiaceae su gusto
pokriveni glandularnim i neglandularnim trihomama koje predstavljgu specijalizovane
epidermske strukture (Werker, 1993; 2000). Neglandularne trihome imaju znatno vecu
morfolosku varijabilnost; neki tipovi su specificni za rod, dok su neki species-specificni, pa
mogu posluziti kao koristan taksonomski karakter. U tribusu Mentheae su uocCena tri tipa
neglandularnih trihoma: proste jednocelijske, uniserijatne i granate (dendriformne trihome)
(Moon i dr., 2009). Smatra se da neglandularne trihome imaju funkciju u sprecCavanju
pregrevanja biljnih organa, povecavanju otpornosti na niske temperature i U rasgjavanju
semena (Mauricio i Rauscher, 1997; Werker, 2000), dok glandularne trihome sintetiSu
etarsko ulje koje pruza zaStitu od herbivora i patogena i ucestvuje u privlacenju insekata

opraSivaca (Werker, 1993).

Studije ukazuju da tip, distribucija i gustina trihoma varirgu u zavisnosti od vrste
kao 1 organa biljaka iste vrste (Wagner, 2004). Biljke iz familije Lamiaceae poseduju dva
osnovna tipa glandularnih trihoma, peltatne i kapitane (Fahn, 1988; Ascensdo i dr., 1995,
1999) (Slika 2). Moon i dr. (2009) izdvagu tri tipa glandularnih trihoma u tribusu
Mentheae - kapitatne, pilatne i subsesiline (peltatne) trihome. Kapitatne trihome poseduju
jednocelijsku drsku (niske kapitane trihome), a pilatne dvo- ili visecelijsku drSku (visoke
kapitatne trihome).
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Prema Fahn (1988), peltatne trihome se sastoje iz bazalne Celije u epidermisu,
kratke celije drSke i Siroke glavice saCinjene od odredenog broja sekretornih celija
rasporedenih u jednom sloju, u jednom ili viSe krugova. Peltatne trihome sa 4 - 8 Celija
glavice su najceSCe kod tribusa Mentheae (multicelularna glavica - vise od 10 Ccelija
prisutne kod roda Petrovskia) (Moon i dr., 2009).

(L)

Slika 2. Glandularne trihome u familiji Lamiaceae: (a) Peltatna trihoma sa sekretovanom
kapi etarskog ulja (O) u subkutikularnom prostoru; CW - kutinizirani Celijski zid; (b)
kapitatna trihoma (Fahn, 1988).

Kapitatne trihome se sastoje od jedne bazalne Celije, jedne do nekoliko Celija drske i
sekretorne glavice koju Cini 1 - 2 Celije (Fahn, 1988). Kapitatne trihome uglavnom
oslobadaju sekretovani materijal (uglavnom polisaharide) u spoljasnju sredinu kroz pore na
kutikuli Celija sekretorne glavice. Nasuprot tome, peltatne trihome akumulirgju sekretovani
materijal (uglavnom etarsko ulje) u prostranom subkutikularnom prostoru i oslobadaju ga
pucanjem kutikule (Kaya i dr., 2007). Sa funkcionalne tacke gledista, Werker (1993)
klasifikuje trihome na ,kratkotrajne” (poCinju i zavrSavaju sekreciju za kratko vreme) i

»dugotrajne* (akumuliraju sekretovani materijal u velikom subkutikularnom prostoru).
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1.2.2. Lekovite karakteristike i upotreba biljakafamilije Lamiaceae

Kao izrazito aromaticne, biljke familije Lamiaceae su gajene Sirom sveta gde su

nasle Siroku primenu u kulinarstvu, parfimerijskoj i farmaceutskoj industriji i hortikulturi.

Upotreba u ishrani i prehnrambenoj industriji. Listovi nekih biljaka ove familije
se vekovima koriste kao zacini i prirodni konzervansi, naroCito u kuhinjama mediteranskih
naroda (nana, bosiljak, zalfija, majCina dusica, ruzmarin, majoran, maticnjak i dr.) (Lawton,
2002; Garland, 2006; Raja, 2012). Sem listova, upotrebljava se i seme nekih biljaka, kao
kod Salvia hispanica (chia) (Raja, 2012; Topcu i Kusman, 2014). Neke od biljaka su
koriS¢ene za izradu i aromatizaciju pi¢a (vina, likera i sl.), kao Sto su mati¢njak sa mirisom
koji podseca na limun i nana Cije etarsko ulje sadrzi 30 - 50% mentola (Kovacevic¢, 2002),
zahvaljujuci ¢emu se nana (pepermint) koristi kao aromatik za slatkiSe, pi¢a i paste za zube
(Raja, 2012). Herba crvenog bergamota (Monarda didyma) sluzi kao zamena za mirisni

.....

su koristili majéinu duSicu za aromatizaciju likera i sireva (Jaric i dr., 2015).

Upotreba u lekovite svrhe. Mnogobrojne biljke familije Lamiaceae se koriste u
lekovite svrhe u zvani¢noj i narodnoj medicini. Teucrium montanum (trava iva) i
Teucrium chamedrys (podubica) se u tradicionalnoj medicini koriste kod digestivnih
problema kao sredstvo za podsticanje apetita, luCenja zuci i olakSavanje varenja, jer sadrze
gorke iridoidne glikozide (Stankovi¢ i dr., 2010, 2011a,b; Antognoni i dr., 2012; Ruiters i
dr., 2016). Sideritis scardica (Sarplaninski ¢aj), endemicna vrsta Balkanskog poluostva, se
u narodnoj medicini Koristi kao sredstvo protiv anemije, kod stomacnih tegoba, kod
bronhitisa i bronhijalne astme (Todorova i Trendafilova, 2014). Satureja montana
(rtanjski Caj, zimski Cubar) pokazuje antisepticno dejstvo, pa se koristi kao zaCin i
prirodni konzervans, a med od ove biljke se tradicionalno primenjuje kod bronhitisa. U
narodnoj medicini se Kkoristi kao “muski €aj”, za odlaganje prevremene ejakulacije
(Mihgjilov-Krstev i dr., 2014). Thymus serpyllum (majkina dusica) i T. vulgaris (timijan)
se koriste kao ekspektoransi, spazmolici kod spazma bronhija i snazni antiseptici kod upale
disgnih organa zahvaljujuci delovanju glavnih komponenti etarskih ulja, karvakrolu i
timolu (Nikoli¢ i dr., 2014; Vladimir-Knezevic¢ i dr., 2014). Sastojci su €ajnih meSavina i

10



Uvod

sirupa za iskasljavanje, a spolja se koriste za ispiranje usta i grla. Vrste roda Origanum, od
kojih su najSire koris¢ene Origanum majorana (majoran) i Origanum vulgare
(vranilovka), se u narodnoj medicini koriste kod prehlada i kijavica, urinarnih infekcija
(antimikrobno dejstvo), za poboljSanje varenja, kod bolesti jetre i ZuCi (spazmolitici,
karminativi, holagozi), kod menstrualnih tegoba (Sahin i dr., 2004). List nane (Mentha
piperita) deluje spazmoliticki, adstrigentno i antimikrobno Sto doprinosi ukupnom
karminativnom efektu lista nane (Kovacevi¢, 2002; Fatiha i dr., 2015), pa se koristi kao
stomahik (sredstvo za olakSavanje varenja hrane). Ocimum basilicum (bosiljak) pokazuje
jako antisepti¢no dejstvo, uglavnom zahvaljujuéi etarskom ulju (Bozin i dr., 2006), pa se
per os primenjuje kao anthelmintik i spolja za ispiranje grla. Tuls ili sveti bosiljak
(meSavina svezih ili osuSenih listova Ocimum sanctum i O. basilisum) je sakrana i
najpostovanija biljka u Hindu tradiciji (Raja, 2012). Rosmarinus officinalis (ruzmarin) u
etarskom ulju sadrzi 1,8-cineol (do 35%), pa se spolja primenjuje kod reumatizma,
mijalgija i neuralgija (rubefacijens), a sem toga deluje spazmoliticno i kao holagog
(Kovatevié, 2002), i kao jak antiseptik (Zizovi¢ i dr., 2009). |z lista ove biljke je prvi put
izolovana ruzmarinska kiselina, mocan antioksidans i antivirotik (Kovacevi¢, 2002;
Vladimir-KneZevic i dr., 2014). Salvia officinalis (Zalfija) je cenjena lekovita, zacinska,
ukrasnai medonosna biljka. U obliku vodenog ekstrakta i tinkture, list zalfije se primenjuje
spolja za ispiranje i premazivanje sluznica kod zapaljenja usta i grla. Deluje antisepticno
(etarsko ulje), spazmoliticno (flavonoidi) i adstrigentno (tanini) (Kovacevi¢, 2002;
Vladimir-Knezevic i dr., 2014). Aktivni sastojci herbe i etarskog ulja Hyssopus officinalis
(izop, miloduh) olakSavaju iskasljavanje bronhijalnog sekreta i poboljSavaju varenje hrane,
a sastojci etarskog ulja deluju antiseptic¢no, zbog ¢ega je ulje nekada koriséeno za ritualno
CisCenje hramova (Garland, 2006). Lavandula angustifolia (lavanda) deluje kao sedativ i
digestiv, a cvet i etarsko ulje kao insektifug (odbija insekte, naroCito moljce) (Kovacevic,
2002). Leonurus cardiaca (srdacica) sadrzi leonurin, stahidrin i druge alkaloide, zbog Cega
se koristi kod hipertenzije, poremecaja sréanog ritma, kod tahikardija (Matkowski i dr,
20083).
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Upotreba u parfimerijskoj industriji i aromaterapiji. Etarska ulja se koriste u
kozmetickoj, parfimerijskoj i industriji sredstava za higijenu (Kovacevi¢, 2002, Bakkali i
dr., 2008) za izradu parfema, krema, sapuna, Sampona, losiona, Sminke i drugih
kozmetickih proizvoda (Bakkali i dr., 2008). U tu svrhu su Siroko koris¢ena etarska ulja
lavande, ruzmarina i timijana (ulaze u sastav eau de cologne, pored etarskih ulja odabranih
vrsta citrusa), paculija i izopa (Panda, 2003). Etarska ulja se koriste za masaze u obliku
meSavina sa biljnim uljima i u kupkama (Bakkali i dr., 2008). Stari Rimljani su dodavali
lavandu u vodu za kupanje, pa otuda potice ime roda Lavandula (lat. lavare - prati). Etarska
ulja se primenjuju u aromaterapiji za otklanjanje glavobolje, opustanje i otklanjanje
napetosti, i to narocito etarska ulja lavande, mati¢njaka, pacCulija, ruzmarina, zalfije, nane,
bosiljkai dr. (Panda, 2003).

Upotreba u hortikulturi i znacaj u pcelarstvu. Poznate ukrasne biljke pripadaju
rodovima Ajuga, Salvia, Rosmarinus, Thymus, Lavandula, Lamium, Melissa, Phlomis,
Calamintha, Monarda, Sachys, Glechoma, Ocimum. Neke vrste ovih rodova imaju
izuzetno dekorativne cvetove, dok se druge gaje zbog neobicnih, Sarolikih listova kakva je
Coleus sp. (Lawton, 2002; Topcu i Kusman, 2014). Mnoge vrste ove familije su vazne
biljke u pcelarstvu, produkujuci nektar i polen ¢ime omogucavaju odrZavanje pcelinjih
drustava i pravljenje meda (Méelissa, Salvia, Hyssopus, Glechoma, Monarda, Lamiumi dr.).
Maticnjak (Melissa officinalis) je veoma cenjena medonosna biljka (naziv roda Melissa
potiCe od grcke reci za pcelu) (Garland, 2006). Neke vrste su poznate kao korovske biljke
(Glechoma hederacea, Lamium amplexicaule, L. maculatum, L. purpureum, Prunella
vulgarisi dr.) (Lawton, 2002).

1.2.3. Sekundarni metaboliti i bioloSke aktivnosti biljaka familije Lamiaceae

Iz lekovitih biljaka je izolovan veliki broj jedinjenja, struktura im je hemijski
determinisana, a farmakolosko delovanje potvrdeno. Farmakoloski aktivni sastojci biljaka
se svrstavaju u grupu sekundarnih metabolita (Kovacevi¢, 2002). Prinos, sastav i intenzitet

akumulacije sekundarnih metabolita u biljkama zavise od niza faktora, kao $to su genotip,
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fenoloska faza, deo biljke iz koga se ulje izoluje, uslova stanista (geografski polozaj,
intenzitet svetlosti, vodni rezim, nutrijenti i dr.), kao i izbor procedure zaizolovanje (Bozin
i dr., 2006; Akkol i dr., 2008; Agostini i dr., 2009; Zizovi¢ i dr., 2009; Kosar i dr., 2011;
Mulinacci i dr., 2011; Stagos i dr., 2012; Ben Farhat i dr., 2013a, 2014; Kontogianni i dr.,
2013; LakuSi¢ i dr., 2013; Vermai dr., 2015).

Isparljive komponente - etarska ulja. Kao Sto je pomenuto, predstavnici ove
mnogobrojne familije su najceSce izrazito aromaticni zahvaljujuci prisustvu etarskih ulja.
Etarska ulja su jedinjenja intenzivnog mirisa, nerastvorljiva u vodi. Predstavljgu
kompleksnu smesu razliCitih isparljivih jedinjenja niske molekulske mase, Ciji su glavni
sastojci terpeni, alifatiCna i aromati¢na jedinjenja (Kovacevi¢, 2002; Marin, 2003, Bakkali i
dr., 2008). Do sada je poznato oko 3000 etarskih ulja, od ¢ega 300 poseduje komercijalni
znaCaj (Bakkali i dr., 2008). Iz biljnog materijala se izoluju destilacijom vodenom parom,
hidrodestilacijom ili ekstrakcijom pomocu rastvarata (Bakkali i dr., 2008; Raut i

Karuppayil, 2014).

Etarska ulja imaju niz bioloskih uloga: spreCavanje pregrevanja povrsine biljke,
atraktantna (privlaCenje oprasSivaca), repelentna (odbijanje herbivora), autopatska i
alelopatska, ili deluju kao fitoaleksini (toksi¢ni za bakterije i mikrogljive) (Kovacevic,
2002; Marin, 2003; Bakkali i dr., 2008). Prema nekim starijim klasifikacijama, familija
Lamiaceae se moze podeliti na dve podfamilije: Nepetoideae koje su generalno bogate
etarskim uljima i Lamioideae koje su siromasne etarskim uljima, ali bogate iridioidnim
glikozidima (Marin, 2003).

Ulja se sastoje iz 20 - 200 razliCitih komponenti, pri ¢emu su jedna ili dve
okarakterisane kao glavne i prisutne su u izuzetno visokom procentu u odnosu na druge (20
- 70%) (Bakkali i dr., 2008). Generano, etarska ulja biljaka familije Lamiaceae kao
dominantne komponente sadrze monoterpene i seskviterpene (ugljovodonici, alkoholi,
aldehidi, ketoni, fenoli, estri), i u manjem procentu diterpene, alifatiCne i aromaticne
komponente (Bozin i dr., 2006; Bakkali i dr., 2008; Schmiderer i dr., 2008; Agostini i dr.,
2009; Nikoli€ i dr., 2014; Raut i Karuppayil, 2014; Vermai dr., 2015).
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Etarsko ulje lista nane (Mentha piperita) kao dominantne komponente sadrzi
monoterpene sa 30 - 50% mentola (Bakkali i dr., 2008). 1zomerni monoterpenski fenoli
karkvakrol i timol prisutni su u etarskim uljima mnogih biljaka iz porodice Lamiaceae,
naroCito kod rodova Thymus i Origanum (BoZin i dr., 2006; Vladimir-Knezevic i dr.,
2014). Aldehidi citrali (geranial i neral) daju ulju maticnjaka (Melissa officinalis) miris
nalik limunu (Kovacevi¢, 2002). Etarsko ulje herbe bosiljka (Ocimum basilicum) kao
dominantne komponente sadrzi metilhavikol (45,8%) i linalol (24,2%) (BoZin i dr., 2006).
List Zalfije (Salvia officinalis) sadrZi etarsko ulje sa monoterpenskim ketonima 0- i (-
tujonom (30 - 60%) (Kovacevi¢, 2002; Vladimir-KneZevic¢ i dr., 2014). Cvet lavande
(Lavandula angustifolia) sadrzi etarsko ulje bogato linalolom (25 - 28%) i linalil acetatom
(25 - 45%). U etarskom ulju lista ruzmarina (Rosmarinus officinalis) dominiraju 1,8-cineol

(do 35%), pinen, kamfor i borneol (Kovacevi¢, 2002).

Neisparljive komponente. Neispraljivi sastojci (iridoidni glikozidi, diterpeni,
triterpeni, fenolna jedinjenja, tanini i dr.) se iz biljaka izoluju ekstrakcijom rastvaraCima
razliCite polarnosti. Postupkom standardnih procedura ekstrakcije se pomocu odabranih
rastvaraca iz biljnog tkiva izdvajaju ekstrakti u obliku kompleksne smeSe metabolita, koja
sadrZi aktivne principe i manju ili vecu koli€inu balastnih supstanci. Tokom ekstrakcije,
rastvaraC difunduje u biljni materijal i rastvara komponente slicne polarnosti (Tiwari i dr.,
2011). Postoji viSe tehnika ekstrakcije: maceracija, digestija, perkolacija, turboekstrakcija,
ultrazvucna ekstrakcija, ekstrakcija superkriticnim fluidima i dr. (Kovacevic¢, 2002; Tiwari i
dr., 2011), razvijenih u cilju pripreme razliCitih galenskih oblika (dekokti, infuzi, tecni,

poluteCni i Cvrsti ekstrakti, tinkture) (Tiwari i dr., 2011).

Iridoidni glikozidi. Iridoidni glikozidi su neisparljivi monoterpenski derivati
karakteristicni za familiju Lamioideae i po pravilu odsustvuju kod Nepetoideae (Marin,
2003; Wink, 2003). Mnogi od njih su farmakoloski aktivni, jer inhibiraju formiranje
prostaglandina i leukotriena koji su vazni medijatori inflamacija kod zivotinja (Wink,
2003). Glikozidi su gorke supstance koji podsticu lucenje zuci i olakSavaju varenje (na
primer, teukrozid kod dubocca, Teucrium chamaedrys) (Antognoni i dr., 2012). Iridoidni

estar nepetalakton nije glikozilovan, isparljiv je i prisutan je samo kod roda Nepeta
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(Taskova i dr., 1997; Wink, 2003), zbog Cijeg prisustva macina trava (Nepeta cataria)
deluje kao atraktant za macke (Clapperton i dr., 1997).

Diterpenske komponente. Diterpeni, izolovani iz razliCitih rodova usnatica,
pokazuju izrazite bioloSke aktivnosti (Topcu i Goren, 2007) i predstavljaju veoma vazne
hemotaksonomske markere unutar i iznad nivoa roda (Alvarenga i dr., 2001). Uz retke
izuzetke, diterpen siderol je prisutan samo kod vrsta roda Sderitis (Taskova i dr., 1997);
salvinorin (divinorin) A je halucinogen izolovan samo iz meksicke Zalfije (Salvia
divinorum) (Vadés, 1994); tanshionski diterpeni iz korena Salvia miltiorhiza deluju kao
antiaritmici i kardioprotektivi (Cui i dr., 2015); labdanski derivati marubina izolovani iz
herbe oCajnice (Marrubium vulgare) su korisceni kao stomahici i spazmolitici (Matkowski i
dr., 2008a). Zalfija i ruzmarin sadrze diterpenska gorka jedinjenja - derivate karnozolne
kiseline (pikrosalvin, karnozol i rosmanol) sa izrazitim antioksidativnim delovanjem
(Kovacevi¢, 2002; Vladimir-Knezevi¢ i dr., 2014). Otrovni neoklerodanski diterpeni
izolovani iz Teucrium chamaedrys (teukrin A i teuhamedrin) su pokazali hepatotoksicno
degjstvo kod ljudi (Antognoni i dr., 2012).

Triterpeni. U familiji Lamiaceae su identifikovani triterpenski derivati lupana,
oleana i ursana, pri ¢emu su oleinska, ursolna i betulinska Kiselina prisutne u najvecem
procentu (Jager i dr., 2009). Triterpenske kiseline, oleinska i ursinska kiselina, su u
znaCajno vecoj koliCini prisutne kod biljaka podfamilije Nepetoideae u odnosu na
Lamioideae (Janicsdk i dr., 2006). Ova grupa jedinjenja je od velikog farmakoloSkog
znaCaja s obzirom da ispoljava mnogobrojne bioloSke aktivnosti i neznatnu toksi¢nost
(Janicsak i dr., 2006; Jager i dr., 2009).

Polifenoli. RazliCite fenolne komponente, posebno fenolne kiseline i flavonoidi, su
veoma Cesti kod biljaka ove familije (Wink, 2003). Fenolna jedinjenja su Siroko
rasprostranjena u biljnom svetu i imaju ulogu u zastiti biljaka od oksidativnog stresa (Lu i
Foo, 2001; Marin, 2003). Cine jednu od najveéih grupa sekundarnih metabolita sa oko
8000 razlicitih struktura, poCevsi od jednostavnih kao Sto su fenolne kiseline, pa do visoko
polimerizovanih struktura kakvi su tanini (Dai i Mumper, 2010). U biljkama familije

Lamiaceae, Zgorka i Gtowniak (2001) su identifikovali dve depsidne (ruzmarinsku i
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hlorogensku kiselinu) i osam prostih kiselina kao Sto su protokatehinska, gentizinska, p-
hidroksibenzojeva, kafena, vanilinska, p-kumarna, ferulicna i siringiCna Kkiselina.
Ruzmarinska kiselina je karakteristiCna za familiju i prisutna u velikim koli¢inama kod npr.
Zalfije, matiCnjaka i naroCito ruzmarina iz koga je prvi put izolovana (Zgorka i Gtowniak,
2001; Kovacevi¢, 2002; Mulinacci i dr., 2011; Vladimir-Knezevi¢ i dr., 2014).
Ruzmarinska kiselina je estar kafene kiseline i specificna fenolna komponenta usnatica koja
moZe biti upotrebljena kao znaCajan hemotaksonomski marker u familiji Lamiaceae,
posebno u podfamiliji Saturejoideae (Zgorka i Gtowniak, 2001). Ova fenolna kiselina je
cenjena kao odlican antioksidans i antivirotik i Cesto je sastojak preparata za tretiranje
herpesne infekcije usana (Astani i dr., 2012).

Flavonoidi Cine jednu od najzastupljenijih grupa biljnih fenola, za koje je povrdeno
da pokazuju niz povoljnih efekata na zdravlje ljudi (Tapas i dr., 2008). Flavonoidi i
flavonoidni heterozidi su prisustni kod familije usnatica (Taskova i dr., 1997; Vladimir-
Knezevi¢ i dr., 2014) i Cesto su, uz ostale sastojke, nosioci aktivnosti ovih biljaka
(Mulinacci i dr., 2011; Vladimir-Knezevi¢ i dr., 2014). Biljke ove familije najCeSce
sintetiSu flavone i flavonole (Harborne i dr., 1986; Vaant-Vetscherai dr., 2003; Jamzad i
dr., 2003; Kharazian, 2013, 2014), kao i flavanone, izoflavone, dihidroflavonole i halkone
(Kharazian, 2013, 2014). Mnogobrojni flavonoidi su prvi put izolovani iz vrsta familije
usnatica - salvigenin, flavon prvi put izolovan iz Salvia triloba; bajkalgin i bakalin su
flavoni iz Scutellaria baicalensis; sideritoflavon iz roda Sderitis; stahiospinozid iz Sachys
spinosa; longitin, flavanon iz Mentha longifolia; flomisflavozid A i B, biglikozidi iz
Phlomis spindens i dr. Flavonoidni aglikon bakaein i njegov glukuronid bajkalin,
izolovani iz nekih vrsta roda Scutellaria, pokazuju antinflamatorno delovanje i podsticu

sintezu kolagena i proteina u kozi (Ulubelen i dr., 2005).

Vecina Nepetoideae (ne i Lamiodeae) produkuje tanine, u kojima je najceSca
ruzmarinska kiselina (Wink, 2003). Tanini su moc¢ni antiseptici i antioksidansi u biljkama
koris¢enim u ishrani, koji u niZzim dozama deluju astrigentno, dok u visim inhibiraju
digestivne enzime i smanjuju bioaktivnost gvozda i vitamina B12 (Khomdram i Singh,
2011).
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Jedinjenja sa azotom. Ova jedinjenja su prisutha u manjoj meri i to uglavnom u
podfamiliji Lamioideae, kao Sto su pirolidinski alkaloidi (stahidrin i betonicin) izolovani iz
pojedinih vrsta Stachys i Marrubium i guanidinski alkaloidi (leonurin) iz Leonurus
cardiaca (Wink, 2003; Matkowski i dr., 2008a; Topcu i Kusman, 2014).

Vrste familije Lamiaceae su bile objekti mnogobrojnih farmakoloskih studija
kojima je pokazano da njihova etarska ulja i ekstrakti pokazuju niz bioloskih dejstava u in
vitro i in vivo uslovima. Ove hiljke ispoljavaju bioloSke aktivnosti zahvaljujuci Sirokom
spektru sekundarnih metabolita medu kojima su etarska ulja, fenolne kiseline i flavonoidi
prepoznati kao glavne bioaktivne komponente najSire koriscenih predstavnika familije
usnatica (Vladimir-KnezZevi¢ i dr., 2014). Sledi kratak pregled literaturnih podataka o
bioloskim dejstvima biljaka familije Lamiaceae sa detaljnijim osvrtom na antioksidativno,

antimikrobno, citotoksic¢no i antineurodegenerativno dejstvo.

3 Antioksidativno degjstvo (Dorman i dr., 2003; Mimica-Duki¢ i dr., 2003, 2004;
Bozin i dr., 2006; Matkowski i Piotrowska, 2006, 2008a; Shan i dr., 2007; Topcgu i
Goren, 2007; Orhan i dr., 2007, 2012, 2013; Wojdyto i dr., 2007; Chrpova i dr.,
2010; Stankovi¢ i dr., 2010, 2011a; Senol i dr., 2010a; Hussain i dr., 2011;
Derakhshani i dr. 2012; Giweli i dr., 2012, 2013; Stagosi dr., 2012; Karakas i dr.,
2012; Kontogianni i dr., 2013; Roby i dr., 2013; Nikoli¢ i dr., 2014; Raut i
Karuppayil, 2014; Generali¢-Mekini¢ i dr., 2014; Mihgjilov-Krstev i dr., 2014;
Tusevski i dr., 2014; Vladimir-KneZevic i dr., 2014; Fatihai dr., 2015);

3 Antimikrobno dejstvo (antibakterijsko/antifungal no/antiviralno) dejstvo (Gonzalez
i dr., 1989; Sivropoulou i dr., 1997; Mimica-Duki¢ i dr., 2003, 2004; Bozin i dr.,
2006; Shan i dr., 2007; Topcu i Goren, 2007; Zizovié i dr., 2009; Roldan i dr., 2010;
Askuni dr., 2012; Astani i dr., 2012; Giweli i dr., 2012, 2013; Raja, 2012; Stagos i
dr., 2012; Abedini i dr., 2013; Generalic-Mekinic i dr., 2014; Mihgjilov-Krstev i dr.,
2014; Nikolic i dr., 2014; Raut i Karuppayil, 2014; Ruitersi dr., 2016);

3 Antikancerogeno/citotoksi¢no/antiproliferativno dejstvo (Sivropoulou i dr.,
1997; Topcu i Goren, 2007; Al-Kaaldeh i dr., 2010; StankoviC i dr., 2011b;
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Karakas i dr., 2012; Kontogianni i dr., 2013; Raut i Karuppayil, 2014; Russo i dr.,
2016);

3 Antineurodegenerativno destvo (Topcu i Goren, 2007; Orhan i dr., 2007, 2012,
2013; Orhan i Ardlan, 2009; Senol i dr., 2010a,b; Mihgjilov-Krstev i dr., 2014;
Topcu i Kusman, 2014; Vladiimir-KnezZevic¢ i dr., 2014; Fatihai dr., 2015)

3 Antinflamatorno i antinocioceptivno dejstvo (Baricevic i dr., 2001; Ojewolei dr.,
2005; Abdel-Moeini dr., 2011);

3 Antidijabeti¢no i hipoglikemijsko dejstvo (Ojewole i dr., 2005; Bnouham i dr.,
2006; Loizzoi dr., 2008; Raja, 2012);

3 Kardiovaskularno i kardioprotektivno dejstvo (Topgu i Goren, 2007; Cui i dr.,
2015);

X Gastroprotektivno degjstvo (Rozzai dr., 2013);
3 Diureti¢no dejstvo (Krishnaiah i dr., 2011);
3 Sedativno/anksioliticno dejstvo (Edewor-Kuponiyi, 2013);

3 Antifidno/insekticidno/larvicidno (Topgu i Goren, 2007; EI-Akhal i dr., 2014).

1.2.3.1. Antioksidativno dejstvo biljaka familije Lamiaceae

Slobodni radikali i oksidativni stres. Slobodni radikali su atomi, molekuli ili joni
koji sadrze barem jedan nespareni elektron u spoljasnjem elektronskom omotacu, zbog Cega
su vrlo nestabilni i reaktivni, pa se veZzu za molekule sa kojima dolaze u kontakt
(Vlaisavljevi¢, 2014), posebno za proteine, lipide i nukleinske kiseline (Ames i dr., 1993;
Haliwell, 2001a; Nickavar i dr., 2007). Pritom dolazi do burne lanCane reakcije i brojnih
oSteéenja Celija koje na taj nacin brze stare i ulaze u degenerativne procese (Ames i dr.,
1993; Haliwell, 2001b; Vlaisavljevic, 2014). Smatra se da su slobodni radikali ukljuceni
proces starenja (Ames i dr., 1993) i u patologiju preko 100 bolesti ljudi kao Sto je
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ateroskleroza, kardiovaskularne bolesti, artritis, Alchgmerova i Parkinsonova bolest,
kancer i druge (Halliwel, 2001b).

Reaktivhe vrste kiseonika (ROS - reactive oxygen species) predstavljgu
najznacajniju grupu slobodnih radikala u Zivim sistemima, u koju se ubrajaju kako radikali
(superoksid anjon radikal, O,¢"; hidroksil-radikal, OHe; peroksil, ROz i dr.), tako i
neradikalske vrste (vodonik-peroksid, H»O,; hipohlorna kiselina, HOCI; ozon, Oz i dr).
Slobodni radikali nastaju tokom metabolickih procesa i/ili pod uticajem fiziCkih ili
hemijskih faktora u okruZenju, a njihov nivo kontroliSe kompleksni sistem antioksidativne
odbrane (Haliwell, 2001a, Vlaisavljevi¢, 2014). Disbalans izmedu produkcije slobodnih
radikalai antioksidativne odbrane dovodi do oksidativnog stresa (Haliwell, 2001b).

Antioksidans i antioksidativno destvo. Pod antiksidansima se podrazumevaju
supstance koje mogu odloziti ili spreCiti oksidaciju supstrata kada su prisutni u niskoj
koncentraciji u odnosu na koncentraciju supstrata (Halliwell, 2001a). Sistem
antioksidativne odbrane je kompleksan i ukljuCuje kako endogene, tako i egzogene
antikosidanse koji se unose hranom realizujuci svoju ulogu na razliCite nacCine: (i) kao
inhibitori formiranja slobodnih radikala, (ii) kao donori elektrona koji “hvataju” i neutraliSu
slobodne radikale, (iii) kao regulatori aktivnosti antioksidativnih enzima (superoksid-
dismutaza i glutation-peroksidaza) (Haliwell, 2001la; Lu i Foo, 2002). SintetiCki
antioksidansi kao Sto su BHA i BHT su veoma efikasni, ali mogu delovati kancerogeno
ukoliko se unose u velikim dozama tokom duZeg vremenskog perioda (Kahl i Kappus,
1993).

Veliko interesovanje savremenih istrazivaCa je usmereno ka otkrivanju novih i
efikasnih prirodnih antioksidanasa koji se mogu bezbedno koristiti u hrani, farmaceutskim i
kozmetickim proizvodima. VVoce, povrce i Zitarice su izvori prirodnih antioksidanasa kao
Sto su vitamin C, vitamin E, karotenoidi, fenolne kiseline, flavonoidi i drugi, dobro poznati
po tome Sto smanjuju rizik od nastanka razliCitih bolesti povezanih sa oksidativnim stresom
(Haliwell, 2001b; Nickavar i dr., 2007; Wahle i dr., 2010). Mnogobrojne studije su

pokazale da lekovite biljke sadrZze razliCite komponente koje poseduju antioksidativno
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dejstvo, medu kojima su fenolna jedinjenja od narocito velikog znaCaja imajuéi u vidu

njihovu bioloSku ulogu u biljnom organizmu.

Antioksidativno destvo etarskih ulja i ekstrakata biljaka familije L amiaceae.
KoristeCi razliCite metode za evaluaciju antioksidativne aktivnosti, mnogobrojne studije su
pokazale da smeSe metabolita (etarska ulja i ekstrakti) i izolovane komponente biljaka

familije Lamiaceae predstavljaju obecavajuce antioksidativne agense.

Aktivne komponente antioksidativnog dejstva etarskih ulja biljaka familije
Lamiaceae su terpeni, u prvom redu razliCiti monoterpenski derivati. U studiji
antioksidativne aktivnosti etarskih ulja tri vrste Mentha (Mimica-Duki¢ i dr., 2003),
najznacajniji hvataci slobodnih radikala su bili monoterpenski ketoni (M. longifolia i M.
piperita) i 1,8-cineol (M. aquatica). Hussain i dr. (2011) su nasli da je antioksidativna
aktivnost etarskih ulja Cetiri vrste familije Lamiaceae slabija u odnosu na BHT, pri ¢emu su
vrste rangirane kao: Melisa officinalis> Salvia officinalis> Lavandulla angustifolia>
Pogostemon cablin. Bozin i dr. (2006) su saopstili da etarska ulja tri vrste usnatica
neutraliSu DPPH radikale sa 1Csy vrednostima od 0,17 pg/mL (origano)< 0,19 pg/mL
(timijan)< 0,39 pg/mL (bosiljak), koje su bile nize u odnosu na BHT (5,37 ug/mL). Etarsko
ulje Saturgja thymbra iz Libije pokazalo je jaCu DPPH aktivnost u odnosu na izolovane
komponente Cije su 1Csp vrednosti bile rangirane kao karvakrol< timol< y-terpinen (Giweli
i dr., 2012). Antioksidativni kapacitet etarskog ulja Thymus serpyllum je bio veci u

poredenju sa Th. vulgarisi Th. algeriensis u Cetiri paralelna testa (Nikoli¢ i dr., 2014).

Medu vodenim ekstraktima biljaka familije Lamiaceae iz Ceske, najjacu
antioksidativnu aktivnost merenu DPPH testom su pokazali vodeni ekstrakti Origanum
vulgare, Mentha x piperita i Melissa officinalis Sto je pripisano prisustvu galne, kafene,
ruzmarinske kiseline i katehina (Chrpovai dr., 2010). Etanolni ekstrakti 26 biljaka familije
Lamiaceae iz Hrvatske su delovali kao hvataci DPPH radikala sa ICsp vrednostima izmedu
3,08 - 43,97 pug/mL, pri cemu su se najefikasnijim pokazali ekstrakti Saturgja subspicata,
Origanum vulgare i Salvia officinalis (Vladimir-KnezZevi¢ i dr., 2014). Ekstrakti timijana i
Zalfije su se pokazali kao bolji hvatai DPPH radikala u odnosu na ekstrakt majorana sto je

objasnjeno viSim sadrzajem cimetne, ferulicne, ruzmarinske kiseline i metil-ruzmarinata u
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ekstraktima ovih biljaka (Roby i dr., 2013). U studiji koja je obuhvatila nekoliko lekovitih
vrsta usnatica iz GrCke, Skotti i dr. (2014) su istakli da je ekstrakt maticnjaka (Melissa
officinalis) ngjefikasniji hvatat DPPH i ABTS radikala u odnosu na ekstrakte drugih
biljaka, ukljucujuci izop, origano, Zalfiju i dr. Tri vrste roda Mentha iz AlZira, a posebno M.
spicata, su pokazale znacajne antioksidativne efekte u vise paralelnih testova (Fatiha i dr.,
2015). Antioksidativna aktivnost ekstrakata biljaka familije Lamiaceae bila je pozitivno
korelisana sa sadrzajem fenolnih komponenata u mnogim istrazivanjima (Woydilo i dr.,
2007; Chrpova i dr., 2010; Roby i dr., 2013; Generali¢-Mekini¢ i dr., 2014; Vladimir-
Knezevic i dr., 2014; Skotti i dr., 2014; Fatihai dr., 2015).

1.2.3.2. Antimikrobno dejstvo biljaka familije Lamiaceae

Patogeni. Terminom patogeni se oznaCavaju mikrorganizmi (bakterije, mikrogljive
I virusi) koji uzrokuju oboljenja biljaka, zivotinja i Coveka. Patogeni mogu dopeti u ljudski
organizam putem digestivnog i respiratornog trakta, kao i preko ostecene koZze ili sluzokoze
(McFadden i dr., 2003). Mikroorganizmi, u prvom redu bakterije, budi i kvasci, dovode do
kvarenja hrane (promene boje i izgleda, razvijanja neprijathog mirisa i ukusa) S$to
predstavlja jedan od najvecih problema u prehrambenoj industriji. Rast i metabolizam
patogenih mikroorganizama u kontaminiranoj hrani dovodi do ozbiljnih intoksikacija
hranom (Blackburn, 2006). Procenjeno je da je 2000. godine 2,1 miliona ljudi Sirom sveta
preminulo od posledica dijareje, koja je najve¢im delom izazvana kontaminacijama hrane i

pijace vode (Nedorostovai dr., 2009).

Neki od najpoznatijih bakterijskih patogena koji se mogu nac¢i u hrani su sojevi
Bacillus (B. subtilis, B. cerus) (uzroCnici trovanja hranom, povracanja i stomacnih
problema), Escherichia coli (uzro€nik trovanja hranom, dijareja i infekcije urinarnog
trakta), Listeria monocytogenes (uzrocnik trovanja hranom, listerioze), Pseudomonas
aeruginosa (uzrocnik kvarenja hrane, infekcija urinarnog trakta i rana), Salmonella spp.
(uzroCnik trovanja hranom, salmoneloze), Shigella spp. (uzrocnik dijareje), Staphylococcus

aureus (uzrocnik trovanja hranom, infekcija rana), Klebsiella pneumoniae (uzrocnik
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infekcija rana i respiratornog trakta) i Streptococcus pyogenes (uzrocnik infekcije zdrela) i
dr. (Nedorostovai dr., 2009; Tajkarimi i dr., 2010; Ruitersi dr., 2016).

Neke od najpoznatijih patogenih mikrogljiva kod Zivotinja i Coveka su:
dermatomicete, najceSce iz roda Trichophyton (Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum i
T. tonsurans) koje su uzrocnici dermatomikoza (gljivicnih infekcija kose, koze i noktiju)
(Sokovi¢ i dr., 2013); vrste roda Candida koje uzrokuju kandidijaze (infekcije koZe i
sluzokoze, pre svega vagine i usne duplje), pri Cemu C. albicans, C. tropicalis, C. krusel i
C. glabrata Cine vise od 80% Klinickih izolata usne duplje ljudi (Nikoli¢ i dr., 2014); vrste
roda Aspergillus, A. fumigatus, A. flavus, A. niger, A. terreus, A. versicolor, A. glaucus,
koje su uzrocnici aspergiloza (infekcija koze i ¢eS¢e sluzokoZe respiratornog trakta, oka,
uhai dr.) (Pfaler i dr., 2003) i veoma su patogeni usled produkcije mikotoksina (Tajkarimi
i dr., 2010).

Antimikrobno dgjstvo. Intenzivnim istrazivanjima se doslo do Citavog ,,arsenala“
antimikrobnih agenasa koji deluju selektivno na rast patogena, ali se njihovom duzom
upotrebom javlja problem rezistencije. Drugi ozbiljan problem vezan za upotrebu
sintetiCkih jedinjenja jesu nezeljeni efekti, ukljuujuci kancerogenost, teratogenost, akutnu

toksicnost i dug period razgradnje u prirodi (Sokovic¢ i dr., 2013).

Komercijalni antibiotici su manje efikasni protiv Gram-negativnih bakterija u
poredenju sa Gram-pozitivnim (Nikaido, 1996) sto moze biti objasnjeno razlikama u gradi
Gelijskog zida. Celijski zid Gram-negativnih bakterija je dvoslojan, kompleksnije
strukturiuran, sa dodatnom spoljaSnjom membranom na povrSini sa uskim porinskim
kanalima koja predstavlja barijeru za penetraciju kako lipofilnih, tako i hidrofilnih
molekula (Nikaido, 1996, 2003). Hidroliticki enzimi (p-laktamaze) koji inaktivirgu
antibiotike su kod Gram-pozitivnih bakterija ekstracelularni, dok su kod Gram-negativnih
bakterija uglavnom periplazmaticni Sto dodatno doprinosi njihovoj rezistenciji (Livermore,
1995; Nikaido, 1996, 2003). Rast mnogobrojnih manje senzitivnih ili patogena potpuno
rezistentnih na komercijalne lekove je efikasno inhibiran jedinjenjimaizolovanim iz biljaka

(Tajkarimi i dr., 2010; Ruitersi dr., 2016). Stoga je od velikog interesa pronalazenje novih i
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efikasnih komponenti sa antimikrobnim destvom koje se, kako brojne studije pokazuju,
sintetiSu u lekovitim i zaCinskim biljkama (Tajkarimi i dr., 2010).

Antimikrobno dejstvo etarskih ulja i ekstrakata lekovitih biljaka bogatih razliCitim
terpenima, fenolnim kiselinama, flavonoidima i taninima je iscrpno opisano u literaturi.
Etarska ulja kao lipofilne smese lako difunduju kroz celijsku membranu patogena, oStecuju
njene proteine i lipide naruSavajuci njenu strukturu i permeabilnost (Cowan, 1999; Bakkali
i dr., 2008). U prisustvu etarskih ulja dolazi do morfofizioloskih promena kod mikromiceta,
kao Sto su izostajanje sporulacije, depigmentacija i aberantni razvoj konidiofora (Sokovi€ i
dr., 2013).

Antimikrobno dejstvo etarskih ulja i ekstrakata biljaka biljaka familije
Lamiaceae. Lekovite biljke familije Lamiaceae su prepoznate kao veoma potentni
antimikrobni agensi protiv niza bakterijai mikromiceta (Bakkali i dr., 2008; Tajkarimi i dr.,
2010; Sokovic i dr., 2013).

Procenjeno je da ulja ruzmarina, origana, zalfije, timijana i bosiljka inhibiraju 50 -
100% rasta bakterija (Takarimi i dr., 2010). Medu tri testirane vrste roda Mentha,
najsnaznije antibakterijsko dejstvo ispoljilo je etarsko ulje M. piperita, naroCito na rast
multirezistentnih sojeva Shigella sonel i Micrococcus flavus, dok je antifungalna aktivnost
etarskih ulja svih vrsta bila jata u odnosu na fungicid bifonazol (Mimica-Duki¢ i dr., 2003).
Etarsko ulja Méelissa officinalis je je ngjaktivnije protiv testiranih Gram-pozitivnih bakterija
i mikromiceta roda Trichophyton (Mimica-Dukic i dr., 2004). Etarska ulja Thymus vulgaris,
Origanum wvulgare i Ocimum basilicum pokazala su antimikrobno dejstvo protiv 13
bakterija i Sest gljivica, pri cemu se najefikasnijim pokazalo ulje origana koje je imalo
dejstva i na multirezistentne sojeve Pseudomonas aeruginosa i Escherichia coli (Bozin i
dr., 2006). Etarska ulja Saturga thymbra i Salvia fruticosa iz Libije su pokazala
antimikrobni efekat na sve testirane bakterije i mikromicete (Giweli i dr., 2012, 2013).

Tri vrste roda Thymus, a naroCito Th. serpyllum su ispoljile znaCajno antimikrobno
dejstvo na oralne izolate bakterija i mikromiceta roda Candida, koje moze biti pripisano
prisustvu timola (Nikoli¢ i dr., 2014). Glavnhe komponente etarskih ulja bosiljka (linalal,

metilhavikol), origanai timijana (karvakrol, timol), ruzmarina (kamfor, 1,8-cineol, kamfor,
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borneol), zalfije (tujon, 1,8-cineol, kamfor, borneoal), kao i sinergisticki efekti izmedu tih
komponenti doprinose snaznom antimikrobnom dejstvu etarskih ulja usnatica (Tajkarimi i
dr., 2010). Metanolni ekstrakti Salvia fruticosa, S. tomentosa i Origanum onites su bili
efikasniji protiv testiranih bakterija u poredenju sa drugim testiranim biljkama, Sto je
objasnjeno visokim sadrzajem ruzmarinske kiseline i karvakrola u njihovim ekstraktima
(Askun i dr., 2009). Etanolni ekstrakti nekoliko vrsta iz familije Lamiaceae su ispoljili
antibakterijsko dejstvo, posebno na rast Saphylococcus aureus (Generali¢-Mekinic i dr.,
2014). U istrazivanju antimikrobne aktivnosti metanolnih i vodenih ekstrakata Mentha
piperita, Thymus vulgaris, Melissa officinalis, Ocimum basilicum, Rosmarinus officinalis i
Salvia officinalis, najsnaznije dejstvo su pokazali ekstrakti S officinalis (Albayrak i dr.,
2013). Etarska ulja i razliCiti ekstrakti stabla, listova i plodova tri vrste roda Teucrium iz
Juznoafricke Republike, a posebno T. africanum efikasno su inhibirali rast nekoliko
patogenih bakterijasaMIC izmedu 0,25 - 8,00 mg/mL (Ruitersi dr., 2016).

1.2.3.3. Antikancerogena aktivnost biljaka familije Lamiaceae

Kancerogeneza i kancer. Kancerogeneza je viSestepeni proces transformacije
normalnih celija u Celije kancera, koji nastaje usled pojaCane ekspresije gena koji
promovisu ¢elijski rast i proliferaciju i/ili smanjene ekspresije tumor-supresivnih gena
(gena koji kontrolidu Celijski rast) (Fantini i dr., 2015). Smatra se da jerizik pojave kancera
u veoma malom procentu geneticki determinisan i da uglavnom zavisi od niza drugih
eksternih faktora (pusenje, nedostatak fizicke aktivnosti i nepravilna ishrana) sto je slucaj
sa etiologijom 75 - 85% hronicnih bolesti i oboljenja (Wahle i dr., 2010). U poslednjih par
decenija je otkriven mehanizam kojim kontinuirani oksidativni stres vodi hronicnoj
inflamaciji, koja moZe posredovati u nastanku velikog broja hroni¢nih bolesti ukljucujuci
kancer (Reuter i dr., 2010; Wahle i dr., 2010; Sosa i dr., 2013). Incidenca kancera i
mortalitet usled ovog oboljenja povecali su se za oko 22% do 1990. godine. Nakon toga,
2000. godine, zabelezeno je 10 miliona novih slucajeva i preko 6 miliona umrlih u svetu
(Karakas i dr., 2012).
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LeCenje kancera. Smatra se da je 60% hemoterapeutika koji se danas koriste u
klinicCkom lecenju kancera izolovano iz nekog od prirodnih izvora (Stankovi¢ i dr., 2011b),
od Cega ogroman procenat predstavljaju jedinjenja izolovana iz biljaka ili njihove sinteticke
derivate (Solowey i dr., 2014). Vecina antikancerogenih lekova su sekundarni metaboliti,
najceSce alkaloidi, polifenoli, triterpeni ili steroidni glikozidi (Karakas i dr., 2012). Takvi
primeri ukljucuju taksol, vinblastin, vinkristin, kampotecin, topotekan, irinotekan, etoposid,
rubomicin i kolhamin (Karakas i dr., 2012; Batrai Sharma, 2013).

Kancer-protektivne komponente su zastupljene u svakodnevnoj ishrani i ukljucuju
razliCite katehine (uglavnom iz zelenog, i u manjoj meri iz crnog Caja), dialilsulfide i alicine
iz crnog 1 belog luka, sulfarafane i indol-3-karbonole iz vrsta roda Brassica, genistein iz
soje, delfinidin i elagiCna Kiselina iz zrelog voca i razliCitih oraSastih plodova, kurkumin iz
kurkume, rezveratrol iz crnog grozda i antocijane iz crvenog voca i grozda (Wahle i dr.,
2010).Vdiki broj novijih in vitro i in vivo studija ukazuje su biljni polifenoli veoma mocni
antioksidansi, sposobni da moduliraju niz Celijskih receptora i signalnih puteva koji
suprimirgju kancerogenezu Cime pomazu u prevenciji i suzbijanju kancera (Wahle i dr.,
2010; Fantini i dr., 2015). Pojedinain vivo istrazivanja su pokazala da je glavni nedostatak
polifenola njihova slaba iskoristljivost, pa se veoma perspektivnim smatra kombinovani
tretman koji ukljujuje viSe polifenola, kao i polifenole i komercijalne antikancerogene
lekove (Fantini i dr., 2015). Lekovite biljke poseduju ogroman potencijal za otkrivanje

novih i mo¢nih agenasa u prevenciji i leCenju kancera (Balunas i Kinghorn, 2005).

Antikancerogena aktivnost etarskih ulja i ekstrakata biljaka familije
Lamiaceae. Etarska ulja Satureja thymbra, Sderitis perfoliata i Salvia officinalis su
ispoljila citotoksi¢ni efekat na cCelijske linije humanog melanoma (C32) i renalnog
adenokarcinoma (ACHN) sa ICso vrednostima priblizno 100 - 400 yg/mL (Loizzo i dr.,
2007). Etanolni ekstrakti Salvia triloba, Origanum syriacum, i u manjoj meri O. vulgare su
pokazali snaznije citotoksicno dejstvo na MCF7 liniju kancera dojke u odnosu na vodene
ekstrakte i etarska ulja (Al-Kaadeh i dr., 2010). Metanolni ekstrakti nekoliko vrsta
Teucrium, aposebno T. chamedrys, T. montanum i T. arduinii, su bili aktivni protiv Celijske

linije kancera kolona HCT-116 Sto je objaSnjeno visokim sadrzajem fenolnih komponenti
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(Stankovié i dr., 2011b). Ozkan i Erdogan (2011) su nasli da je etarsko ulja Origanum
onites slabiji citotoksi¢ni agens protiv HepG2 cCelije kancera (ICso: 149,12 pg/mL) u odnosu
njegove glavne komponente karvakrol i timol (1Csq: 53,09 pg/mL, odnosno 60,01 ug/mL).
Ekstrakti ruzmarina i Zalfije su redukovali vijabilnost RINm5F Celija kancera pankreasa
pacova kroz apoptozu i inhibiciju funkcije mitohondrija, a snaznije dejstvo ruzmarina je
objasnjeno viSim sadrzajem karnozolne kiseline (Kontogianni i dr., 2013). Etarska ulja tri
vrste roda Thymus su pokazale citotoksicni efekat na Cetiri linije humanog kancera,
uglavnom zahvaljujuci timolu i karvakrolu, pri ¢emu nisu delovala toksi¢no na maticne

Celije jetre svinje natestiranim koncentracijama (Nikoli¢ i dr., 2014).

1.2.3.4. Antineurodegenerativno dejstvo biljaka familije Lamiaceae

Neurodegenerativna oboljenja. Neurodegenerativnim oboljenjima se nazivaju
stanja u kojima neuroni mozga i kicmene moZzdine propadaju $to vodi gubitku miSi¢ne
koordinacije (ataksija) ili senzornoj i kognitivnoj disfunkciji (demencija) (Gill i Seitz,
2015). Smatra se da oksidativni stres igra vaznu ulogu u patogenezi neurodegenerativnih
bolesti kao Sto su Alchajmerova bolest (AD), Parkinsonova bolest (PD), amiotroficna
lateralna skleroza (ALS) i dr. (Halliwell, 2001b).

Alchgimerova bolest (AD), koju je prvi put opisao 1906. godine bavarski
neuropsihijatar Alois Alzheimer, je progresivna degeneracija koja najceS¢e pogada stariju
populaciju razvijenih zemalja (Perry i dr., 1996; Hostettmann i dr., 2006) sa prevalencom
kojaraste od 0,3% u 65 godina starosti do gotovo 50% nakon 85-te godine (Akhondzadeh i
dr., 2003). Prepoznagje se po gubitku kratkotrgine memorije, dezorijentaciji, slabom
rasudivanju, promenama u raspolozenju i/ili ponaSanju (Perry i dr., 1996; Akhondzadeh i
dr., 2003; Topcu i Kusman, 2014). Morfoloski se karakteriSe pojavom strukturnih
abnormalnosti, kakve su D-amiloidne naslage i neurofibrilarne petlje od hiperfosforilisanog
T-proteina (Perry i dr., 1996; Adewus i dr., 2010), a neurohemijski gubitkom aktivnosti
holinergickih neurotransmitera, acetilholina (ACh) i butirilholina (BuCh) u cerebralnom
korteksu (Orhanii dr., 2007, 2012).
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Parkinsonova bolest (PD), nazvana po naucniku Dzejmsu Parkinsonu, je
neurodegenerativna bolest koja pogada priblizno 1% svetske populacije iznad 60 godina i
karakteriSe se degeneracijom dopaminergicnih neurona i prestankom sinteze dopamina u
supstantia nigra srednjeg mozga Sto dalje prouzrokuje razliCite motoricke poremecaje kao
Sto su tremor u stanju mirovanja, bradikinezija, rigidnost i poremecaji ravnoteze (Gelb i dr.,
1999; Nussbaum i Ellis, 2003). U patogenezi PD kljucnu ulogu igraju veoma reaktivni
dopaminski kvinonski derivati koji se vezuju za biomolekule u dopaminergi¢nim
neuronima i osteCuju ih. Dopamin se u normalnim uslovima delimi¢no prevodi u
neuromelanin u reakciji katalizovanoj tirozinazom, ali u patoloskim uslovima dolazi do
hiperaktivnosti tirozinaze i hiperprodukcije dopamina i neuromelanina, $to vodi ka Celijskoj
smrti ovih neurona i prestanku sinteze dopamina (Khan i dr., 2007; Hasegawa, 2010).
PatoloSke karakteristike ukljuCuju prisustvo depozicija specificnog proteina a-sinukleina u
citoplazmi neurona (Levijeva telasca) uocCljivin u vidu koncastih proteinskih inkluzija
izmedu neurita (Levijevi neuriti) (Nussbaum i Ellis, 2003), kao i demelanizaciju ovih

neurona u kasnijim stadijumima bolesti (Hasegawa, 2010).

Multifunkcionalni enzim sa bakrom u aktivnom centru, tirozinaza (TYR), katalizuje
oksidaciju monofenola, o-difenolai o-kvinona (Khani dr., 2006; Wang i dr., 2006) i Siroko
je rasprostranjen kod biljaka, zZivotinja i mikroorganizama (Kim i Uyama, 2005; Masuda i
dr., 2005). Tirozinaza je ukljucena u proces enzimske oksidacije biljnih fenola koji
rezultuje pojavom nepoZeljne braon boje hrane biljnog porekla (Kim i Uyama, 2005;
Masudai dr., 2005; Loizzo i dr., 2012). Ovaj enzim ima klju¢nu ulogu u sintezi melanina u
melanocitama zivotinja (Kim i Uyama, 2005; Wang i dr., 2006; Hasegawa, 2010), pa se
smatra odgovornom za pojavu hiperpigmentacije koze (melazme, staracke pege, itd).

Terapija AD i PD. U terapiji AD se koriste lekovi koji kompenzuju deficit ACh,
ukljuCujuci ACh prekursore, antagoniste muskarinskih i nikotinskih receptora i AChE
inhibitore (Akhondzadeh i dr., 2003). Inhibicija AChE, enzima odgovornog za hidrolizu
ACh do acetilkoenzima A i holina, je najSire koris¢eni model leCenja AD (Perry i dr., 1996;
Akhondzadeh i dr., 2003; Orhan i dr., 2007). Neki od prirodnih i sintetickih lekova, kao Sto
su donepezil (Aricept), rivastigmin (Exelon), galantamin (Razadyne, Reminyl) i takrin
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(Cognex) su odobreni od Agencije za hranu i lekove (Food and Drug Administration,
FDA) za tretmane sluCajeva blage do umerene AD (Perry i dr., 1996; Topcu i Kusman,
2014). Rezultati pojedinih studija ukazuju na nedostatke nekih od pomenutih inhibitora
(kratak period dejstva, nizak stepen iskoristljivosti, pojava anoreksije, dijareje, mucnine,

grCeva, poremecaja spavanja) (Chattipakorn i dr., 2007).

Mnogobrojne biljke iz razliCitih familija (Amaryllidaceae, Fumariaceae,
Papaveraceae i Lamiaceae) su istrazene u cilju pronalazenja novih i efikasnih inhibitora
AChE. Neki od triterpenoida, kao Sto su oleinska i ursolna kiselina, ginsenoidi, gingkolidi,
kanabinoidi, kao i neke alkaloidne biljke su se pokazale kao moéni potencijalni inhibitori
AChE, ai su joS uvek u fazi kliniCkog testiranja (Topcu i Kusman, 2014). Sem toga,
antioksidansi mogu redukovati oksidativni stres i tako smanjiti oSteCenja DNK, odumiranje

nervnih Celija i agregaciju amiloidnih naslaga u tkivu mozga (Demirezer i dr., 2014).

Do sada je opisan veliki broj prirodnih i sintetickin TYR inhibitora, od kojih je
najintenzivnije proucavana kojicna kiselina (Kim i Uyama, 2005; Chang, 2009; Loizzo i
dr., 2012; Karina i dr., 2013). Ovg metabolit, izolovan iz gljiva rodova Aspergillus i
Penicillium, inhibira monofenolaznu aktivnost tako $to nagraduje helate sa jonom bakra u
aktivnom centru enzima, pa se primenjuje kao agens za izbeljivanje koze i aditiv koji
spreCava potamnjivanje namirnica (Chang, 2009; Karinai dr., 2013). Inhibitori TYR imau
Siroku primenu kako u prehrambenoj industriji, tako 1 u leCenju hiperpigmentacije i terapiji
odredenih oblika melanoma (Kim i Uyama, 2005; Masuda i dr., 2005; Wang i dr., 2006;
Khani dr., 2007; Loizzo i dr., 2012). 1z razliCitih lekovitih biljaka izolovan je niz efikasnih
inhibitora TYR: anisaldehid, kvercetin, miricetin i njegovi glikozidi, i nagjskorije, dalenin
(Jennifer i dr., 2012; Karinai dr., 2013; Aminudin i dr., 2015).

Antineurodegenerativna aktivnost etarskih ulja i ekstrakata biljaka familije
L amiaceae. Neki rodovi ove familije, posebno Salvia, Rosmarinus, Melissa i Teucrium, su
dobro poznati po svom neuroprotektivnom dejstvu (Topcu i Kusman, 2014). Testirajuci
potencijal etarskih ulja, etanolnih i vodenih ekstrakata deset biljaka iz Portugala u inhibiciji
AChE, Ferreira i dr. (2006) su kao nagjaktivnije biljke istakli Melissa officinalis, Mentha

suaveolens i Lavandula pedunculata. Orhan i dr. (2008) su pokazali visok stepen inhibicije
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AChE i BUChE etarskim uljima vrsta Origanum, Mentha i Satureja, dok su vrste rodova
Lavandula, Salvia i Ocimum ispoljile umerenu do blagu inhibiciju AChE pri ¢emu su ulja
svih vrsta bila aktivnija u odnosu na izolovane glavhe komponente. Etanolni ekstrakti
Teucrium polium i Salvia triloba su efikasno inhibirali AChE (I1Csp: 0,55 mg/mL, odnosno
0,71 mg/mL) i pokazali antianamneziono degjstvo, dok je ekstrakt Melissa officinalis bio
gotovo u potpunosti inaktivan (Orhani Arslan, 2009).

Vladimir-Knezevic i dr. (2014) su saopstili preko 75% inhibicije AChE za ekstrakte
nekoliko vrsta, ukljuCujuéi Mentha piperita, Salvia officinalis, Saturgya montana, Teucrium
chamaedrys, Thymus vulgaris i dr. Lin i dr. (2011) su nasli da su vrste roda Ocimum,
Origanum majorana i Rosmarinus officinalis sa procentima inhibicije TYR izmedu 20 i
50% znacCajno efikasnije u odnosu na vrste rodova Mentha, Salvia i Lavandula. 1Csy
vrednosti tri vrste Mentha su bile 5 - 10 puta vise u odnosu na koji¢nu kiselinu (Fatihai dr.,
2015). Medu nekoliko testiranih taksona familije Lamiaceae, znaCajnu inhibiciju TYR su
ispoljili samo ekstrakti O. majorana i tri vrste Lavandula (Leei dr., 2011a), dok su Salvia,
Ocimum, Rosmarinus i drugi bili potpuno inaktivni (ICsp>1 mg/mL). Biljke familije
Lamiaceae bogate ruzmarinskom kiselinom (Rosmarinus, Salvia, Melissa, Nepeta,
Lavandula), etarskim uljem sa timolom i karvakrolom (Satureja, Thymus, Origanum),
triterpenima (ursolna, oleinska i betulinska kiselina) i abitetanskim diterpenima kao Sto su
karnozol i karnozolna kiselina (Rosmarinus, Salvia) mogu biti znaCajne u tretmanu

neurodegenerativnih poremecaja, naroCito AD (Topcu i Kusman, 2014).

1.3. Rod Salvia L.

Vrste roda Salvia (zalfija) su vekovima poznate po svojim lekovitim svojstvima, pa
je i samo ime roda izvedeno iz latinske reCi salvare (spasiti, saCuvati) (Dweck, 2000;
BariceviC i Bartol, 2000). Rod Salvia pripada podfamiliji Nepetoideae, tribusu Menthae i
subtribusu Salvinae (Harley i dr., 2004; Moon i dr., 2008a,b). Salvia je kosmopolitski rod
sa najvec¢im brojem vrsta u okviru familije Lamiaceae. Prema Walker i dr. (2004), rod
Salvia obuhvata blizu 1.000 vrsta, sa tri glavna centra diverziteta u regionima Starog |
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Novog sveta: Centralna i Juzna Amerika (500 spp.), Centralna Azija i Mediteran (250 spp.),
IstoCna Azija (90 spp.) (Slika 3).

Slika 3. Centri diverzitetaroda Salvia. PribliZan broj vrsta za svaki region dat je unutar
svake oblasti (Walker i dr., 2004).

Vrste ovog roda su razliCito klasifikovane od strane razliCitih autora. Prvu
klasifikaciju je izvrSio George Bentham 1848. godine, kada je u rodu sa 291 do tad
opisanom vrstom izdvojio 12 sekcija na osnovu morfologije CaSice, krunice i prasnika.
Nesto kasnije (1876. godine) je modifikovao svoju klasifikaciju Cime je rod Salvia podelio
na 4 podroda u koje je grupisao sledece sekcije:

3 podrod Salvia obuhvata vrste Starog sveta - imaju krunicu sa anulusom; dve
zadnje teke antere su sterolne, rudimentarne (sekcije: Hymenosphace,

Eusphace, Drymosphace);

3 podrod Sclarea obuhvata vrste Starog sveta - krunica bez anulusa; dve
zadnje teke antere su sterilne i formirgju glutinatorijum (sekcije: Horminum,
Aethiopsis, Plethiosphace);
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3 podrod Calosphace obuhvata vrste Novog sveta - krunica sa anulusom; dve
zadnje teke su sterilne, razvijene istovremeno i formirgu glutinatorijum
(samo sekcija Calophace);

3¢ podrod Leonia obuhvata vrste Starog i Novog sveta koje imaju krunicu sa
anulusom; dve zadnje teke antere su sterilne i odvojene (sekcije:
Echinosphace, Pycnosphace, Heterosphace, Notiosphace, Hemisphace)
(Walker i dr., 2004).

Kasnije, otkricem novih vrsta, Bentham-ova klasifikacija je modifikovana, ali
postoje pojedini botaniCari koji je i danas odbacuju. Walker i dr. (2004) su proucavali veze
izmedu roda Salvia i drugih ¢lanova tribusa Menthae Kkoristeci regione hloroplasne DNK
(rbcL i trnL-F), na osnovu Cega su dosli do vaznog zakljuCka da rod Salvia nije
monofiletski.

Ovg rod je u flori Evrope zastupljen sa 36 vrsta koje su klasifikovane u 7 sekcija
Salvia (Eusphace Bentham) (11 spp.), Hymenosphace (1 spp.), Aehiopis (5 spp.),
Drymosphace (2 spp.), Plethyosphace (14 spp.), Horminum (1 spp.) i Hemisphace (2 spp.)
(Hedge, 1972). U flori Srbije je zastupljeno 14 vrsta ovog roda, ukljucujuci jednogodisnje
(npr. S viridis), dvogodisnje (S. sclarea, S. aethiopis) i najvecim delom visegodiSnje (npr.
S officinalis, S verticillata, S nemorosa, S pratensis, i dr.) zeljaste biljke, poluzbunove i
Zbunove (Dikli¢, 1974). Vecina vrsta raste na dobro osuncanim i toplim staniStima, na
kamenitim padinama ili pored puteva i na suvim travnatim ili kultivisanim povrSinama
(Hedge, 1972).

1.3.1. MorfoloSke, anatomske i mikromorfoloSke karakteristike vrsta roda Salvia

Koren. Korenov sistem vrstaroda Salvia je osovinski, sa glavnim korenom duZine
od 10 do preko 70 cm koji je spolja je pokriven neravhom, tamno-braon grubom korom.
Plan anatomske grada korena je priliéno uniforman kod razligitih vrsta (Ozdemir i Senel,
1999; Kandemir, 2003; Baran i Ozdemir, 2006; Ozkan i dr., 2008; Ozdemir i dr., 2009;
Dereboylu i dr., 2010; Kahraman i dr., 2010a,b; Kahraman i Dogan, 2010; Shirsat i dr.,
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2012; Celep i dr., 2014). Na povrsini poprecnog preseka je periderm, saCinjen od nekoliko
slojeva ¢elija nepravilnog oblika. Kora je predstavljena malim brojem slojeva parenhimskih
Celija. U okviru sekundarnog floema se uoCavau grupice sklerenhimskih vlakana.
Kambijum se uglavnom teze uoCava; u nekim slucajevima se vidi kao 1 - 2 sloja Celija.
Sekundarni ksilem je dobro razvijen, izgraden od traheja i traheida. Kod starijih korenova,
u centru se nalazi srZ izgradena od varijabilnog broja slojeva parenhimskih Celija, kao i
ostaci primarnog ksilema (Kandemir, 2003; Baran i dr., 2008; Ozdemir i dr., 2009).

Stablo. Stablo je uglavhom uspravno, visine od 20 - 100 (nekad i do 120 cm),
negranato, slabo ili veoma razgranato i to uglavnom u gornjem delu. VisegodiSnje vrste
obrazuju rizom koji je debeo, kos ili horizontalan (Dikli¢, 1974). Stablo je na popre¢nom
preseku tipi¢no Cetvorougaono ili rede okruglo (Dikli¢, 1974). Mnogi istrazivaci su dosli do
zakljucka da je opsti plan primarne grade stabla slican kod razliitih vrsta (Ozdemir i Senel,
1999; Kandemir, 2003; Baran i Ozdemir, 2006; Ozkan i Soy, 2007; Ozkan i dr., 2008;
Aktas i dr., 2009; Koyuncu i dr., 2009; Kahraman i dr., 2009; Ozdemir i dr., 2009; Baran i
dr., 2010; Kahraman i dr., 2010a,b, Kahraman i Dogan, 2010; Shirsat i dr., 2012; Celep i
dr., 2014). Na povrSini stabla se nalazi epidermis izgraden od jednog sloja celija
pravougaonog ili okruglog oblika, pokriven tankom i glatkom kutikulom, sa mnogobrojnim
glandularnim i neglandularnim trihomama. Subepidermalno u uglovima stabla je uocljiv
viSeslojni kolenhim koji zgjedno sa 3 - 6 slojeva parenhimskih celija €ini primarnu koru.

Provodni cilindar zapocCinje prstenom sklerenhimskog tkiva; Cesto ne postoji
odvojen sklerenhimski prsten, ve¢ samo negrupisana sklerenhimska vlakna prisutna uz
elemente floema (Baran i dr., 2008). Provodni elementi su predstavljeni uzim prstenom
floema i Sirim prstenom ksilema, dok je kambijum najceSc¢e teSko uocljiv. U samom centru
stabla je srz sastavljena od krupnih parenhimskih celija sa mnoStvom intercelulara.
Sekundarna grada viSegodiSnjeg izdanka (rizoma) se znatno razlikuje u odnosu na
primarnu; ispod raskinutog epidermisa nalazi se periderm sastavljen od 1 - 3 sloja celija
heksagonalnog oblika. Primarna kora je tanja i potisnuta ka periferiji, dok se ispod nje
formiraju elementi sekundarne grade. Srzni zraci su saCinjeni od 2 - 12 nizova cCelija i

veoma varijabilni u strukturi (Kandemir, 2003). Vrste koje preferiraju susna staniSta imaju
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donekle modifikovan opsti plan grade stabla u cilju Sto boljeg prilagodavanja uslovima
sredine. Kahraman i dr. (2009) su uoCili da kserofita S staminea poseduje deblju i
naboranu kutikulu, kao i veci broj slojeva korteksa u poredenju sa mezofitnom vrstom S

glutinosa.

Listovi. Listovi su jgasti, srcasti ili kopljasti, nedeljeni ili perasto deljeni. Po obodu
su nenazubljeni ili grubo testerasto nazubljeni, sa gustom mrezastom nervaturom. Prizemni
listovi su veoma Cesto skupljeni u rozetu smeStenu u osnovi stabla. Brakteje su uglavhom
jasno diferencirane i jgjastog oblika, vise-manje razli¢ito obojene (Dikli¢, 1974). Plan grade
listova razliCitih vrsta Salvia na poprecnom preseku je donekle slican (Baran i dr., 2008;
Ozkan i dr., 2008; Kahraman i dr., 2009, 2010a,b; Kahraman i Dogan, 2010; Shirsat i dr.,
2012; Celepii dr, 2014).

Listovi Salvia su uglavnom bifacijalni; epidermis lica je pokriven debljim slojem
kutikule i graden od krupnijih Celija u odnosu na epidermis nali¢ja. Mezofil je diferenciran
na palisadno tkivo orijentisano ka adaksijalnoj strani (krupne, izduzene i gusto slozene
Celije bogate hloroplastima, 2 - 3 sloja) i sunderasto tkivo ka abaksijalnoj strani
(izodijametricne Celije sa mnoStvom intercelulara i sa hloroplastima, 3 - 4 sloja). Ponekad,
specijalno kod vrsta otvorenih i susnih staniSta, sa abaksijane strane postoji dodatni sloj
palisadnog tkiva kao odgovor na intenzivnu insolaciju (Kahraman i Dogan, 2010). Sredisnji
nerv je okruzen kolenhimskom sarom Sto je karakteristika celog roda (Kahraman i dr.,
2009). Kao i cela familija Lamiaceae, vrste roda Salvia imaju amfi- i hipostomaticne
listove, pri ¢emu su stome najceSce diacitnog tipa (Baran i dr., 2008; Kahraman i dr., 2009,
2010a,b). Struktura, raspored, oblik i broj provodnih snopica u lisnoj drsci i distribucija
sklerenhimskih vlakana oko floema i/ili ksilema moze imati znaCaja u taksonomiji roda
Salvia (Kahramani dr., 2009; Ak¢inii dr., 2011).

MikromorfoloSke karakteristike roda Salvia. Mikromorfoloski karakteri
(trihome, skulpturiranost egzine polena i ornamentacija povrSine merikarpa) variraju u
Sirokom opsegu izmedu vrsta, pa mogu imati znaCaja u taksonomskim izuCavanjima na

infragenerickom nivou.
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Indumentum listova, u Ciji sastav ulaze trihome, obezbeduje povrSinsku zastitu od
isuSivanja, dok sekundarni metaboliti sintetisani u glandularnim trihomama imaju Citav
spektar bioloskih uloga (Bakkali i dr., 2008). Vrste roda Salvia poseduju neglandularne
(mehanicke) i glandularne (Zlezdane) trihome na svojim vegetativnim i reproduktivnim
organima. Mikromorfoloski karakteri indumentuma Salvia (strukturni tipovi, distribucija,
broj i1 gustina trihoma) variraju izmedu vrsta, populacija, jedinki i biljnih organa iste
jedinke (Corsi i Bottega, 1999; Ozdemir i Senel, 1999; Krsti¢ i dr., 2006; Baran i dr., 2008).

IstrazivaCi su opisali veliki broj tipova neglandularnih trihoma kod ovog roda
istiCuéi da one variraju u obliku, duzini (kratke/dugacke), broju celija (jedno- ili
visecelijske), broju nizova Celija (uni- i multiserijatne), povrsini (glatke/papilozne) (Krstic€ i
dr., 2006; Celep i dr., 2014). Nasuprot tome, glandularne trihome su bile prisutne u dve
osnovne forme: peltatne (Stitaste) i kapitatne (glaviCaste) trihome koje se medusobno

razlikuju u strukturi i naCinima sekrecije (Fahn, 1988; Kaya i dr., 2007).

Peltatne trihome vrsta roda Salvia se razlikuju u broju Celija sekretorne glavice pri
Cemu je taj broj uglavnom species-specifican i mozZe posluziti kao taksonomski marker na
infragenetiCkom nivou, a kreCe se od 4 - 12 kod razlicitih vrsta (Corsi i Bottega, 1999;
Ozdemir i Senel, 1999; Krsti¢ i dr., 2006). U nekim sluGajevima su sekretorne celije
rasporedene u dva kruga, centralnom i perifernom, kao kod S. sclarea (Ozdemir i Sendl,
1999), S argentea (Baran i dr., 2008), S quezdii (Celep i dr., 2014), S aegyptiaca
(JanoSevic i dr., 2016) i dr.

Kapitane trihome imaju nesto veci diverzitet u odnosu na glandularne, pri ¢emu se
najceS¢e izdvajaju ,,niske* i ,visoke* kapitane trihome sa kratkom, odnosno dugackom
drskom. Corsi i Bottega (1999) izdvagu 4 tipa kapitatnih trihoma kod S officinalis po
broju i veliCini Celija glavice (1 - 2), broju i duzini Celija drSke (1, 2 ili viSe), prisustvu
vratne Celije kao i distribuciji na biljnim organima. RazliCiti autori klasifikuju kapitatne
trihome na razliCite naCine, pa je veliki broj razliitih strukturnih tipova i podtipova
identifikovan kod vrsta roda Salvia, ukljuCujuéi S. verticillata (Krsti¢ i dr., 2006), S
argentea (Baran i dr., 2008), S. cadmica (Ozkan i dr., 2008), S. sclarea (Ozdemir i Sendl,
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1999), S pleibeia (Shirsat i dr., 2012), S fruticosa (Al Sheef i dr., 2013) S quezelii (Celepi
dr., 2014), S aegyptiaca (JanoSevié i dr., 2016) i dr.

Cvet. Cvet je dvousnat, specificno graden iz gornje i donje usne; ¢aSica je zvonasta
ili cevasta, dvousnata; krunica je dvousnata, gornja usna krunice je uspravna i uglavhom
izrazito ispupCena, cela ili na vrhu useCena, a donja usnha je proSirena i troreznjevita, sa
srednjim reznjem izrazito vec¢im od boc¢nih (Dikli¢, 1974). Cvet je po pravilu je zigomorfan,
sa retkim izuzecima (kakva je pojava pelorije kod S pratensis gde su svi cvetovi u cvadti
zigomorfni sem terminalnog koji je aktinomorfan) (PetkoviC i dr., 2005). Cvetovi su sa
veoma dobro razvijenom drSkom, Cesto veoma veliki i upadljivi i najéeSée slozeni u
prividne prsljenove koji zajedno Cine proste ili razgranate, guste ili proredene prividne
cvasti (grozdove ili klasove) (Dikli¢, 1974). Boja krunice varira od bele (S. austriaca, S.
aurita, S balisiana) preko Zute (S glutinosa, S. omeiana, Salvia greggii) do plave (S
guaranitica, S. bogotensis, S. forreri), ruzicaste (S. buchmananiii, S. evansiana), crvene (S
splendens, S pubescens) i ljubiCaste (S africana, S amplexicaulis, S ringens). Braktee su
razvijene, ponekad i brakteole, i Cesto veoma Zivo obojene, kao npr. kod S viridis koja se

04 kao ukrasna biljka.

Cvetovi su specijalizovani u vezi sa specificnim naCinom opraSivanja pomocu
insekata, Sto su najceSée bumbari i pcéele. Imaju dva fertilna prasSnika Sto je izuzetak u
familiji Lamiaceae koju karakteriSe prisustvo najceSce 4 praSnika. Unutrasnji prasnici se
razvijaju kao staminodije ili se ne razvijaju. Gornja usna krunice je razrasla i ispupCena
tako da Stiti prasnike i tuCak, a donja sluzi kao pista za sletanje insekata. Filamentum je
veoma skracen i zadebljao i povezan sa konektivom pokretnim zglobom. Konektiv je
uzduzno podeljen na dva kraka; donji krak - veoma zadebljao, kaSikasto povijen i bez
poluantere i gornji - duZi deo sa jednom poluanterom. Posto su nektarije u dubini cveta,
insekt traze€i nektar gura kraci deo konektiva koji preko zgloba obara poluanteru, pa se
polen istresa na dorzalni deo toraksa i abdomena insekta koji ga nosi na drugi cvet
(mehanizam poluge) (Slika 4). Prvo sazrevaju prasnici, a tek onda tuCak (protandrija) Sto je

mehanizam koji spreCava samoopraSivanje (Walker i dr., 2004).
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Postoje studije Ciji rezultati pruzaju jasne dokaze o polifiletskom poreklu Salvia iz
razliCitih linija koje poseduju dva fertilna prasnika i prasnicki mehanizam poluge (Walker i
dr., 2004; Waker i Sytsma, 2007). Wester i Claben-Bockhoff (2006) izdvaaju posebnu
grupu ornitofilnih Salvia u Juznoj Africi sa specijalizovanim morfoloskim karakteristikama

cveta u vezi sa oprasSivanjem kolibrima.

Slika 4. Mehanizam polinacije kod Salvia pratensis. A) cvet sa heaktiviranim mehanizmom
poluge. Kada pollinator ude u cvet (B), polen se mehanizmom poluge istresa iz poluantera
na njegov dorzalni deo. Kada pollinator ude u stariji cvet, u kom su prasnici resorbovani,

nakupljeni polen se sa njegovih leda prenosi na zig tucka (C) (Walker i dr., 2004).

Sem upadljive boje, mirisa i dvousnate forme cvetova, izuzetno vazan atraktant za
oprasivace jeste nektar koji ove vrste produkuju. Nektarije su kod S officinalis smeStene u

donjem delu krunine cevi, i trazeéi ga insekt nesvesno biva primoran na “saradnju®

36



Uvod

zahvaljujuéi  “savrSenom* mehanizmu poluge. Kod roda Salvia su najéeS¢e prisutne
floralne nektarije i to u obliku toralnog, ispupCenog prstena u bazi ovarijuma, gde se
sintetisani nektar izluCuje preko modifikovanih stoma u epidermisu (Macukanovic¢-Jocic,
2010). U nektaru nekih vrsta dominiragju heksoze (S. judaica), a kod nekih drugih saharoza
(S fruticosa) (Dafni i dr., 1988).

Na popreCnom preseku c€asicnih listiCa vrsta roda Salvia uoocljiva su dva sloja
epidermisa izmedu kojih je smeSteno parenhimsko tkivo bogato hloroplastima sa
mnoStvom intercelulara. Na poprecnom preseku kruni¢nog listica moze se uociti epidermis
lica sa tankom kutikulom, ali bez papila. Slicno casici, ispod epidermisa se nalazi nekoliko
slojeva parenhima u kome su smesteni mnogobrojni provodni snopici (Ozdemir i dr., 2009;
Shirsat i dr., 2012).

Polen. Osnovni parametri koji se uzimaju u obzir u palinoloskim istrazivanjima jesu
oblik polenovog zrna, duzina polarne i ekvatorijalne ose, kao i njihov odnos, broj, duzina i
Sirina kolpi, debljina egzine i intine, kao i obrazac skulpturiranosti egzine polenovog zrna.
Polen je u subtribusima Menthinae i Salviianae (tribus Mentheae, subfamilija Nepetoideae)
uglavnom heksakolpatni $to je ocenjeno sinapomorfnim karakterom kod Nepetoideae
(Mooni dr., 2008a,b).

Polenova zrna vrsta roda Salvia su pojedinacna (monade), a osnovni oblici prisutni
kod predstavnika ovog roda iz Turske su suboblatni, oblatno-sferi¢ni i prolatno-sfericni.
Polenova zrna su heksakolpatna, sa izuzetkom S. recognita iz sekcije Salvia sa
oktakolpatnim polenovim zrnima. Postoje tri glavna obrasca skulpturiranosti; uobiCajeni je
retikulatno-perforatni, zatim retikulatno-granulatni i biretikulatni tip (Ozler i dr., 2011).
Kahraman i dr. (2010b) su proucavali palinoloSke karakteristike vrste S. chrysophylla i
uocili da ova vrsta poseduje heksakolpatna, radijalno simetri¢na i izopolarna polenova zrna
uobicajena u familiji Lamiaceae. Polenova zrna su najcesce loptastog oblika i spljoStena na
polovima. Ornamentacija egzine je biretikulo-poratna, kao i kod vecine drugih vrsta roda
Salvia. Do sli¢nih rezultata su dosli Kahraman i Dogan (2010) analiziraju¢i S. limbata i S.
palaestinai Celepi dr. (2014) na S. quezdlii.

37



Uvod

Plod. Vrste roda Salvia poseduju merikarpijum, plod specifican za familiju
Lamiaceae, koji je istovremeno i njihovo seme (Marin, 1996). Plodici vrsta roda Salvia su
glatki, jgjasto - trouglasti do Cetvorouglasti (Dikli¢, 1974). Kod S officinalis su rebra na
mestu spoja oraSica u merikarpu u potpunosti nestala, pa oraSice imaju kruzan oblik. Vrste
roda Salvia imaju stopalni oziljak u bazi trbusSne strane oraSice; okrugao je, udubljen,
utisnut i nije narocito upadljiv (Marin, 1996).

Duleti¢-LauSevi¢ i Marin (1999) i Blyukkartal i dr. (2011) istiCu da je debljina
perikarpa Cesto povezana sa veliCinom merikarpa u podfamiliji Nepetoideae. Interesantno
je da je kombinacija karaktera merikarpa (oblik i povrSinska ornamentacija orasica)
oCigledno korelisana sa tipom prasnika za svaki takson u okviru Salvia. Ova korelacija je

podrzana molekularnim filogenetskim dokazima (Walker i Sytsma, 2007).

Ryding (2010) deli perikarp Menthae na Cetiri glavna regiona (Slika 5). Egzokarp se
sastoji iz krupnih, tankozidnih Celija koje osluznjavaju nakon kvaSenja, izmedu kojih se
nalaze sitnije debelozidne celije braonkaste boje koje ne osluznjavaju. Mezokarp je
uglavnom viSeslojan i debeo, graden najcesce od parenhimskih, nekad i sklerenhimskih
Celija. Poslednji sloj mezokarpa je deblji, bledi i sadrzi prizmaticne kristale za razliku od
ostalih. Sklerenhimski region je jednoslojan i sastavljen od vertikalno poredanih ,,kostanih
Celija* (makrosklereida) koji akumuliraju tanine. Ovaj sloj ima pribliznu debljinu kao

polovina perikarpa. Unutrasnji epidermis perikarpa, endokarp, je jednosliojan i debeo.

Miksokarpijaje pojava produkcije sluzi kada merikarp (preciznije egzokarp) dode u
kontakt sa vlaznom podlogom. Sluz igra veoma vaznu ulogu u prihvatanju merikarpa za
zemljiSte, pa je Hedge (1970) uocCio da je kod biljaka suvljih staniSta miksokarpija znatno
CeS¢a. Morfologija merikarpa, debljina perikarpa i proporcija njegovih individualnih
slojeva mogu biti koris¢ene u sistematici roda Salvia, pa Hedge (1970) grupiSe vrste koje
produjkuju sluz u 4 grupe u odnosu na boju (bela/smada) i transparetnost duzi
(prozirna/neprozirna). Kod S huberi i S rosifolia sluz se formira prvih pola sata nakon
vlazenja, a kod S hedgeana tek nakon sat, pri cemu se mogu razlikovati dva tipa sluzi:
transparentna sa malo fibrila ili neprozirno mlecno bela sa fibrilima i sa zracima

formiranim od sluzi (Buyukkartal i dr., 2011). Literaturni podaci pokazuju da je produkcija
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sluzi u familiji Lamiaceae prisutna samo u podfamiliji Nepetoideae i to naroCito kod nekih
vrstakakvaje S hispanica (chia) (Capitani i dr., 2013).

Ozkan i dr. (2009) grupise 12 vrsta Salvia iz razli¢itin sekcija na osnovu
karakteristika merikarpa na one sa retikularnim (sa mrezastom povrsinom), foveatnim (sa
jamicama) i verukatnim merikarpom (sa nepravilno izboranom povrsinom). Vrste iz sekcije
Aethiopis imgu sva tri tipa skulptuiranosti merkarpa; vrste iz sekcija Salvia i
Hymenosphace imaju foveatni, a iz sekcija Hemisphace i Plethiosphace imaju verukatni
obrazac skulpturiranosti merikarpa (Ozkan i dr., 2009), dok Kahraman i dr. (2011) isti¢u da
je u sekciji Hymenosphace najvise vrsta sa merikarpima kolikulatnog (brezuljkastog) tipa;

nesto redi obrasci su retikulatni, verukatni i foveatni.

ex

me

sC

en |

Slika 5. Sema preseka perikarpa Salvia coccinea (en - endokarp, ex - egzokarp, me -

mezokarp, sc - sklerenhim) (Ryding, 2010).
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1.3.2. Lekovite karakteristike i upotreba vrstaroda Salvia

Narodni naziv, Zalfija, se odnosi na vrstu S officinalis, koja je ofinicana u
farmakopejama mnogih zemalja (Dweck, 2000; BariCevic¢ i Bartol, 2000). Ova biljka je
koriScena u drevnom Egiptu da bi se poboljsala plodnost kod Zena. Grcki filozof Teofrast je
razlikovao dve vrste zalfija - sphakos (divlja) i elelisphakos (kultivisana), od kojih je
drugopomenuta kasnije nazvana Salvia od strane Rimljana (lat. salvare - saCuvati) (Dweck,
2000) mada se ovaj naziv Cesto odnosio na vise lekovitih vrsta Zalfija (Salvia fruticosa, S

officinalis, S. pomifera) (Baricevic i Bartol, 2000).

U XX veku je u jednoj medicinskoj Skoli u Salernu nazvana ,,Salvia salvatrix* ili
“spasonosna Salvia”, za koju su Stari Latini govorili: ,,Cur moriatur homo cui salvia crescit
in horto?" - ZaSto da umre Covek kome Zalfija raste u vrtu?. Zalfija je ovu reputaciju
zadrZala i kroz Srednji vek - Karlo Veliki je od svih lekovitih biljaka najviSe cenio Zalfiju
Sto se vidi po njegovom strogom zakonu u kome nalaze svim drzavnim imanjima (Sto su
uglavnom bili manastiri) da moraju gajiti oko 100 vrsta lekovitih biljaka medu kojima je na
prvom mestu bila Zalfija (Dweck, 2000). Zalfija je u XVIII veku bila veoma popularna u
Kini, gde su trgovci menjali dva sanduka najboljeg Caja za jedan sanduk Zalfije (BariCevi€ i
Bartol, 2000).

Zalfije su veoma cenjeni prirodni konzervansi i kao zagini, pri ¢emu komercijalne
smeSe zaCina najCeSCe sadrze listove S officinalis, S fruticosa, S. lavandulifolia i S
pomifera. Livadska Zalfija (S pratensis) se Cesto u Cajevima koristi kao zamena za

dalmatinsku Zalfiju i zaaromatizaciju pivai vina (Lawton, 2002; Garland, 2004).

S. officinalis (dalmatinska ili baStenska zalfija, kadulja) je najSire kultivisana
zacinska, lekovita i ukrasna biljka ovog roda, nativna za Mediteran (Slika 6). Pre otkri¢a
antibiotika, Zalfija je bila najceSCa komponenta Cajnih meSavina u tretmanu tuberkuloze
(BariCevic¢ i Bartol, 2000). Zbog antimikrobnog (etarsko ulje) i adstrigentnog dejstva
(tanini), Zalfija je koris¢ena kao aktivni sastojak preparata za oralnu higijenu (smanjuje
razvijanje plaka, spreCava upalu desni i deluje preventivno na razvoj karijesa) (Dweck,
2000). Listovi Zalfije ispoljavaju niz bioloskih dejstava: antioksidativno (ruzmarinska

kiselina 1 diterpenska gorka jedinjenja), antibakterijsko, mikostati¢no, virustaticno,
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adstrigentno i antihidrotik (BariCevic¢ i Bartol, 2000). U velikim dozama etarsko ulje ove
biljke deluje neurotoksi¢no i konvulzivno usled prisustva visokog procenta tujona (Dweck,
2000).

S. lavandulifolia (§panska Zalfija). Raste u Spaniji i jugozapadnoj Francuskoj, a po
sastavu etarskog uljaje veomabliska S officinalisi S fruticosa (kamfor, 1,8-cineol, o- i 3
pinen), ali ne sadrzi cis- i transtujon (Dweck, 2000) (Slika 6). Spanska Zalfija je
tradicionalno koris¢ena za poboljSanje memorije (Perry i dr, 1996, 2000; Topcu i Kusman,

2014), a novija istrazivanja pokazuju da ova biljka ima veliki potencijal u tretmanu
pocetnih stadijuma AD (Perry i dr., 2000; 2003).

Slika 6. 1zgled biljaka S officinalis (levo, foto: A. Barra) i S lavandulifolia (desno, foto:
José Maria Escolano).

S. fruticosa (grcka Zalfija) je nativna za Mediteran i tradicinalno se konzumira kao
osvezavajuci €aj (Dinger i dr., 2012) (Slika 7). Etarsko ulje S. fruticosa pokazuje slican
sastav kao S officinalis, ali sa nizim procentom tujona (Delamare i dr., 2007) i pokazuje
antibakterijsko, antiviralno, citotoksi¢no, antiinflamatorno i hipoglikemic¢no dejstvo, a sem
toga biljka sadrzi ruzmarinsku kiselinu i gorke diterpene (Sivropoulou i dr., 1997; Dweck,
2000; Delamarei dr., 2007; Dinger i dr., 2012; Giweli i dr., 2013).

S. pomifera (kritska Zalfija) je istocno-mediteranska vrsta, rasprostranjena u Grckoj
i Maloj Aziji (Slika 7). S. fruticosa u Turskoj i S. pomifera u Grckoj se nazivaju ,,Zalfijama
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sa jabuCicama“ (BariCevi¢ i Bartol, 2000), jer se na njihovim listovima i gran¢icama nakom
uboda osicaformirgju gale velicine do 2 cm (Slika 7) ispunjene Zelatinastim sadrzajem koje

se pakuju i prodaju kao specifi¢an slatkis u Grckoj (Dweck, 2010). Lokalno stanovnistvo

koristi S. pomifera, znatno rasprostranjeniju na Kritu, za pripremu Caja kao i S. fruticosa
(Karousou i dr., 1998).

Slika 7. Izgled biljaka S. fruticosa (levo, foto: Aroche) i S. pomifera (u sredini, foto: Claire

Forrest); gale kod Zalfija (desno, foto: Erastos Kampouropoulos).

S. sclarea (muskatna zalfija) je nativna za juznu Evropu i kultivisana Sirom sveta
zbog svog mirisai lekovitih dejstava (Dweck, 2000; Gllgin i dr., 2004; Orhan i dr., 2007;
DZamic i dr., 2008; Schmiderer i dr., 2008) (Slika 8). Prvi put je upotrebljena u Nemackoj
u obliku infuza koji je dodavan u vino (Muscatel vino), a kasnije koriS¢ena za aromatizaciju
likera, apsinta i drugih pi¢a (Dweck, 2000; Schmiderer i dr., 2008). Konkret (sklareol) i ulje
(linalol i linalil-acetat) se koriste u parfimerijskoj industriji, a etarsko ulje i u aromaterapiji,
jer deluje relaksirajuce i anksioliticno (Dweck, 2000; Dzami¢ i dr., 2008; Schmiderer i dr.,
2008).

Koren S. miltoirrhiza (Dan-Shen) (Slika 8) se u Kini koristi kao terapijsko sredstvo
kod kardiovaskularnih problema (posebno angine pektoris i infarkta miokarda), kod
insomnije i kod problema sa menstrualnim ciklusom (Dweck, 2000; Baricevi¢ i Bartol,
2000). Ekstrakt korena ove biljke sadrzi tanshionske diterpene, od kojih tanshion 1A deluje

kao koronarni vazodilatator, antiaritmik i antiistemicni agens, dok miltiron doprinosi
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ukupnom sedativnom efektu ekstrakta i pomaze kod neurasteni¢ne insomnije (Dweck,
2000; Cui i dr., 2015).

Seme S. hispanica (chia) (Slika 8) su koristili jo§ Asteci i Maje u obliku energenski
bogate kaSe (chia na majanskom znaci snaga) (Dweck, 2000), a 2009. godine je odobrena
za koriS¢enje u ishrani od strane Evropskog parlamenta i Evropskog saveta (Capitani i dr.,
2013). Seme je bogat izvor w-3-masnih kiselina, proteinai antioksidanasa. Seme potopljeno
u vodu postgje izuzetno mukozno, prudukuju¢i 50 - 60 g/kg Sluzi bogate vlaknima,
polisaharidima i mukopolisaharidima (chia gel) koja se moZe koristiti kao uguscivac u

prehrambenoj i kozmetickoj industriji (Dweck, 2000; Capitani i dr., 2013).

Slika 8. Izgled biljke S. sclarea (levo, foto: Réginald Hulhoven), korena Salvia miltiorrhiza
(u sredini, foto: nepoznat autor), semena S. hispanica (desno, foto: Daniel Schwen).

S. divinorum (“bozZanska Zalfija”). Mazatek Indijanci iz Meksika su koristili ovu
biljku u obliku infuza za izazivanje halucinacija u svojim ritualima (Dweck, 2010), a danas
se koristi kao legani halucinogen u Kaliforniji i drugim delovima SAD (infuzom,
Zvakanjem svezih listova ili puSenjem). Samo iz ove biljke je izolovan neoklerodanski
diterpen salvinorin A (divionorin A) koji deluje psihoaktivno i predstavlja jedini poznati
diterpen sa halucinogenim dejstvom (Valdési dr., 1994).

Rod Salvia obuhvata veliki broj ukrasnih vrsta, koje se gaje zbog svojih
dekorativnih cvetova i/ili listova (Lawton, 2002), od kojih su neke prikazane na Slici 9. S.
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horminum je jednogodiSnja ukrasna vrsta sa velikim brojem varijeteta sa zivopisno
obojenim braktejama. S. apiana (bela zalfija) je severnoamericka dekorativna i aromaticna
vrsta, koriS¢ena se u ritualima ameriCkih Indijanaca. S. elegans (ananas - Zalfija) je
srednjoamericka ornamentalna vrsta; gaji se kao ukrasni grm crvenih cvetova i listova, sa
mirisom Kkoji podseca na ananas. S. splendens (grimizna zalfija) - juznoamericka ukrasna
vrsta crvenih cvetova gajena Sirom sveta. S. coccinea je ukrasna meksic¢ka vrsta Ciji se

jarko crveni cvetovi utrljavaju u obraze umesto rumenila. S. patens, sa intenzivno plavim

cvetovima je nativna za planine u Meksiku.

Slika 9. Dekorativne vrste roda Salvia: nekoliko varijeteta S. horminum sa braktegjama
razliCite boje (levo, foto: Renee’s Garden), S. splendens (u sredini, foto: nepoznat autor) i S
elegans (desno, foto: Gabriele Kothe-Heinrich).

1.3.3. Sekundarni metaboliti vrstaroda Salvia

Fitohemijski konstituenti vrsta roda Salvia su dobro opisani u literaturi i obuhvataju
uglavnom etarska ulja, diterpene, triterpene, fenolne komponente (fenolne kiseline,
kumarine, flavonoide i tanine) i druga jedinjenja kao $to su masne kiseline (Tel i dr., 2010).

Etarska ulja. Sve vrste Zalfija su izrazito aromatine zahvaljujuci prisustvu etarskih
ulja, mirisnih smeSa isparljivih komponenti niske molekulske teZine medu kojima
dominirgju terpeni (uglavnom mono- i/ili seskviterpeni) (Bakkali i dr., 2008). Etarska ulja
nekih od komercijalnih vrsta Salvia (S. officinalis, S. fruticosa, S. lavandulifolia, S. sclarea)
uglavhom sadrZze monoterpene. Glavne komponente u etarskom ulju S officinalis
(dalmatinska Zalfija) su oksidovani monoterpeni a- i -tujon, 1,8-cineol, borneol, a- i 3
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pinen i kamfor (Velickovié i dr., 2003; Miti¢-Culafi¢ i dr., 2005; Delamare i dr., 2007; Ben
Farhat i dr., 2009), dok je kamfor u drugim uzorcima odsustvovao (Stevi¢ i dr., 2014). S
lavandulifolia (Spanska Zalfija) je kao glavne komponente etarskog ulja sadrzala kamfor,
1,8-cineol, a- i R-pinen, bornil acetat (Perry i dr., 2000) i limonen (Stevi¢ i dr., 2014).
Etarsko ulje S triloba (S fruticosa) se uglavhom sastojalo od a-tujona, 1,8-cineola,
kamfora i 3-kariofilena (Delamare i dr., 2007). Etarsko ulje S sclarea je sadrzalo i preko
80% linalola i linalil acetata (DZamic i dr., 2008; Schmiderer i dr., 2008). Monoterpeni su
bili glavne komponente u uljima tri vrste Zalfija iz GrCke (Pitarokili i dr., 2006), dve vrste
iz Srbije (VeliCkovic i dr., 2002) i nekoliko vrstaiz Turske (Tepei dr., 2004, 2005; Kelen i
Tepe, 2008).

Seskviterpeni su bili dominatne komponente u etarskim uljima pet vrsta Zalfija iz
Irana sa najvedim procentima RB-kariofilena (S nemorosa, S. virgata, S. verticillata),
germakrena B (S. syriaca) i 3-ocimena (S. reuterana) (Mirzai Sefidkon; 1999; Sefidkon i
Khagavi, 1999; Sefidkon i Mirza, 1999). Dominantne komponente etarskih ulja drugih vrsta
Zalfija iz Srbije, GrCke i Turske su bili seskviterpeni sa najve¢im procentom spatulenola (S.
reflexa) i kariofilen oksida (S nemorosa i S glutinosa) (Malencic i dr., 2004), viridoflorola
(S argentea) (Couladisi dr., 2001), kariofilen oksida (S. glutinosa) (Velickovic i dr., 2003;
Pitarokili i dr., 2006), germakrena D i [-kariofilena (S aethiopis i S chionantha)
(Velickovic i dr., 2003; Gulltcei dr., 2006; Tel i dr., 2010).

Pokazano je da se razliCiti tipovi i podtipovi glandularnih trihoma medusobno
razlikuju po nacinu sekrecije i po distribuciji na biljnim organima iste individue, pa se
etarska ulja dobijena iz razliCitih delova biljke znacCajno razlikuju po svom hemijskom
profilu (Schmiderer i dr., 2008).

Diterpeni. Diterpeni su bili prisutni u etarskim uljima nekih vrsta Salvia, ai u
veoma niskom procentu u poredenju sa drugim klasama jedinjenja (VeliCkovi¢ i dr., 2003;
Pitarokili i dr., 2006; Kelen i Tepe, 2008). Medu njima je najceS¢e identifikovan bicikli¢ni
diterpenski alkohol sklareol (Pitarokili i dr., 2006; Kelen i Tepe, 2008; Schmiderer i dr.,
2008), zatim fitol, izofitol i manol (VeliCkovic i dr., 2003; Malencic i dr., 2004; Pitarokili i
dr., 2006; Ben Farhat i dr., 2009; Tel i dr., 2010). Sklareol je prvi put izolovan iz S. sclarea
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(Ulubeleni dr., 1994), pri ¢emu je u vecem procentu prisutan u lipofilnim ekstraktima nego
u etarskom ulju ove biljke (Schmiderer i dr., 2008). 1z ekstrakata vrsta roda Salvia izolovan
je veiki broj diterpena, (feruginol, aetiopinon, salvipison, viridon, kandidisiol,
salvisirianon), od kojih neki deluju antimikrobno i na kardiovaskularni sistem (Ulubelen i
dr., 1994; Ulubelen, 2003).

Karnozolna kiselina i karnozol su dva glavna fenolna diterpena ekstrakata mnogih
biljaka familije Lamiaceae, u najveem procentu prisutna kod Zalfije i ruzmarina;, kod
Zalfije su detektovani kod 48 (karnozolna kiselina), odnosno 27 vrsta (karnozol) (Abreu i
dr., 2008). Ova jedinjenja, zajedno sa ruzmarinskom kiselinom su privukla paznju
istrazivaCa zbog svog snaznog antioksidativnog dejstva (Lu i Foo, 2000; Abreu i dr., 2008).
SadrZaj karnozola, karnozolne kiseline i metal karnozata je varirao u ekstraktima nekoliko
vrsta Zalfija iz Tunisa (Ben Farhat i dr., 2009; 2013ab,c, 2014). Lekovita biljka S
miltiorrhiza produkuje raznovrsne tanshinonske diterpene koji deluju kao vazorelaksans i
antiaritmici (Cui i1 dr., 2015). 1z S divinorum je izolovan jedinstveni neoklerodanski
diterpen, salvinorin A (divionorin A), koji deluje halucinogeno (Valdési dr., 1994).

Triterpeni. Medu najceSce prisutnim triterpenskim kiselinama u familiji Lamiaceae
I rodu Salvia su oleinska (OA), ursolna kiselina (UA) i betulinska kiselina (BA) kojima se
pripisuje niz bioloskih aktivnosti i neznatna toksicnost u poredenju sa drugim sekundarnim
metabolitima (Ulubelen, 2003; Janicsak i dr., 2006; Jager i dr., 2009). Medu 88 testiranih
taksona familije Lamiaceae, najvisi procenat OA je izmeren u metanolnim ekstraktima S.
lavandulifolia i S officinalis (>1,5%), a UA u ekstraktima S. officinalis (>2,5 %), pri Cemu
je sadrzaj UA uvek bio visi nego OA sa izuzetkom tri vrste Salvia (S jurisicii, S staminea i
S verbenaca) (Janicsak i dr., 2006). U ekstraktu listova S. officinalis sadrzaj ovih kiselina
je bio rangiran kao BA< OA< UA, pri ¢emu su viSestruko vece vrednosti izmerene u
listovimaR. officinalis (Jager i dr., 2009).

Fenolne komponente. U vrstama roda Salvia je identifikovano oko 160 razliCitih
polifenola od kojih su neki prisutni samo u ovom rodu (Lu i Foo, 2002). Fenolnajedinjenja

ovog roda su najintenzivnije istrazena od strane grupe autora sa Novog Zelanda (Lu i Foo,
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1999, 2000, 2001, 2002), koji su istakli da najveci broj polifenola Salvia predstavlja

fenolne kiseline (uglavnom derivate kafene kiseline) i flavonoide.

Fenolne kiseline. Kod roda Salvia detektovane su jednostavne kiseline
(protokatehiCna, p-benzojeva, gentisiCna, kafena, vaniliCna, ferulicna) i1 depsidna
ruzmarinska kiselina (Zgorka i Gtowniak, 2001). Kafena kiselina predstavlja gradivni blok
za biosintezu niza fenolnih kiselina i drugih fenolnih jedinjenja Salvia, poCev od
jednostavnih monomera do kompleksinih oligomera (ferulicna, hlorogenska kiselina,
ruzmarinska, salvianolinska kiselina A-J, sagekumarin). Fenolna jedinjenja su uglavnom
prisutna u slobodnom obliku mada su poznate i neke glikozilovane forme kao Sto je
ruzmarinska kiselina-3-O'-glukozid (salviaflazid) (Lu i Foo, 2002). U ekstraktima razliCitih
vrsta Salvia iz Tunisa identifikovane su galna, kafena, feruliCna, p-hidroksibenzojeva,
hlorogenska i u najve¢em procentu ruzmarinska kiselina (Ben Farhat i dr., 2009, 2013a,b,c;
2014). Orhan i dr. (2012) su nasli 11 razliCitih fenolnih kiselina u ekstraktima 16 vrsta
Zalfija iz Turske, ukljuCujuéi ruzmarinsku kiselinu prisutnu u najvecoj koli¢ini (0,24 -
153,50 mg/100g).

Flavonoidi. Ova klasa sekundarnih metabolita je Siroko rasprostranjena kod vrsta
roda Salvia i to uglavnom u formi flavonai flavonolai njihovih glikozida, dok su flavanoni
prisutni u nesto manjem procentu (Lu i Foo, 2002). U sedam analiziranih vrsta Salvia,
Khazarian i dr. (2013) su identifikovali 53 flavonoida, od kojih su najzastupljeniji bili
flavoni (35,70%), a sem toga su bili prisutni flavoni, flavonoli, flavanoni, izoflavoni,
dihidroflavonoli i halkoni (Khazarian, 2013, 2014).

Flavoni su uglavnom predstavljeni apigeninom i luteolinom i njihovim metil-etrima
(genkvanin, hrizoeriol, diosmetin). Od 6-hidroksilovanih derivata apigenina i luteolina
opisani su cirsimaritin, salvigenin, nepetin, cirsiliol, eupatorin, hispidulin, skutelarin) koji
mogu biti od taksonomskog znaCaja za ovaj rod. Vecina flavonola identifikovanih u
vrstama Salvia su 3-metiletri kempferola ili kvercetina (izokempferid, izoramnetin i dr.)
(Lu i Foo, 2002). U vrstama roda Salvia iz Tunisa identifikovani su apigenin, luteolin i
njihovi 7-O-glukozidi, genkvanin, naringin, naringenin, hesperetin, cirziliol, cirzimaritin i
salvigenin (Ben Farhat, 2009; 2013a,b,c; 2014).
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Antocijanini su u velikom procentu zastupljeni u zalfijama sa crvenim ili purpurnim
kruniénim listicima. Pigment salvianin (diglukozid pelargonidina) je identifikovan 1916.
godine, a kasnije je utvrdeno da se velike varijacije u boji cvetova Salvia mogu pripisati
razliitoj distribuciji derivata pelargonidina (crvena, ljubiCasto-crvena i ruZicasta),

delfinidina (plava) i cijanidina (ljubicCasta) (Lu i Foo, 2002).

Flavonoidi, zagedno sa fenolnim kiselinama i terpenima predstavljgu nosioce
bioloskih aktivnosti kod familije Lamiaceae (Vladimir-Knezevi¢ i dr., 2014). Sem toga,
rezultati fitohemijskih istrazivanja roda Salvia u Iranu Khazarian (2013, 2014) su ukazala
da flavonoidi mogu biti veoma znacCajni hemotaksonomski markeri u ovom rodu.
Morfoloski slicne i taksonomski problematicne vrste S nemorosa i S virgata su konacno

razdvojene na osnovu profilaflavonoida (Khazarian, 2014).

Tanini. Protoantocijanidini ili kondenzovani tanini su prisutni kod roda Salvia od

kojih je derivat katehina, salviatanin, specificno prisutan u ovom rodu (Lu i Foo, 2002).

1.3.4. Bioloske aktivnosti vrsta roda Salvia

Mnogobrojne studije su pokazale da etarska ulja i ekstrakti vrsta roda Salvia
ispoljavaju Sirok spektar in vitro i in vivo bioloskih dejstava, koja su sumarno prikazana u
Tabeli 1.

Tabela 1. Pregled literaturnih podataka o bioloskim dejstvima roda Salvia.

BioloSko dejstvo Referenca

Cuvelier i dr. (1994); Zupké i dr. (2001); Pizzale i dr. (2002); Couladis i dr. (2003);
Miliauskas i dr. (2004); Kamatou i dr. (2005, 2007, 2008a, 2010); Matkowski i Piotrowska
(2006): Nickavar i dr (2007); Orhan i dr. (2007; 2012; 2013); Tepe i dr. (2004, 2005, 2006,
2007); Tawahai dr. (2007); Wojdylo i dr. (2007); Akkol i dr. (2008); Kelen i Tepe (2008);
Matkowski i dr. (2008a,b); Tepe (2008); Kivrak i dr. (2009); Sultanai dr. (2009); Ben Farhat
i dr. (2009, 2013ab,c, 2014, 2015); Tosun i dr. (2009); Asadi i dr. (2010); Chrpova i dr.
(2010); Janicsak i dr. (2010); Senol i dr. (2010a); Javdan i Estakhr (2011); Kosar i dr. (2011);
Hussaini dr. (2011); Leei dr. (2011a); Lini dr. (2011); Nikolova (2011); Suntar i dr. (2011);

antioksidativno
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Dinger i dr. (2012, 2013); Stagos i dr. (2012); Firuzi i dr. (2013); Giweli i dr. (2013);
Kontogianni i dr. (2013); Roby i dr. (2013); Generali¢-Mekini¢ i dr. (2014); Skotti i dr.
(2014); Tusevski i dr. (2014); Vladimir-Knezevi¢ i dr. (2014); Bahadori i Mirzaei (2015);
Martinsi dr. (2015)

antibakterijsko
antifungalno
antiviralno

Sivropoulou i dr. (1997); Tzakou i dr. (2001); Velickovi¢ i dr. (2002, 2003); Tepei dr. (2004,
2005); Kamatou i dr. (2005, 2007, 2008a); Sonboli i dr. (2006); Delamarei dr. (2007); Ardlan
i Celik (2008); Dulger i Hacioglu (2008); Dzami¢ i dr. (2008); Kelen i Tepe (2008); Savikin i
dr. (2008); Tepe (2008); Askun i dr. (2009); Cardilei dr. (2009); Kivrak i dr. (2009); ZiZovi¢
i dr. (2009); Petrovi¢ i dr. (2009); Pierozan i dr. (2009); Sokovié i dr. (2009); Savikin i dr.
(2008); Javdan i Estrakhr (2011); Karcioglu i dr. (2011); Lee i dr. (2011a); Ibrahim (2012);
Abu-Darvish i dr. (2013); Firuzi i dr. (2013); Giweli i dr. (2013); Karamian i dr. (2013);
Generali¢-Mekini¢ i dr. (2014); Mosafai dr. (2014); Stevi¢ i dr. (2014); Martinsi dr. (2015);

antikancer ogeno,
antiproloferativno,

citotoksi¢no

Kamatou i dr. (2005, 2008a,b); Fiorei dr. (2006, 2012); Janicsak i dr. (2007, 2011); Loizzo i
dr. (2007); Cardilei dr. (2009); Xavier i dr. (2009a,b); Al-Kaadeh i dr. (2010); Janicsak i dr.
(2007, 2011); Tundisi dr. (2011); Abu-Darwish i dr. (2012); Abu-Dahab i dr. (2012); Firuzi i
dr. (2013); Bahadori i Mirzaei (2015)

antineur odegener ativno/

neur opr otektivno

Perry i dr. (1996, 2000, 2003); Akhondzadeh i dr. (2003); Savalev i dr. (2003); Kang i dr.
(2004); Kennedy i dr. (2006); Orhan i dr. (2007, 2008, 2012, 2013); Kivrak i dr. (2009);
Orhan i Ardan (2009); Asadi i dr. (2010); Senol i dr. (2010a); Lee i dr. (2011a); Lin i dr.
(2011); Suntar i dr. (2011); Barabadan i dr. (2012); Demirezer i dr. (2014); Jafari i dr. (2015)

antiinflamatirno/
antinocioceptivno/

analgeti¢no

Perry i dr. (2000, 2003); Barievi¢ i Bartol (2000); Imanshahidi i Hosseinzadeh (2006);
Akkol i dr. (2008); Kamatou i dr. (2008a, 2010); Jung i dr. (2009); Abdel-Moein i dr. (2011);
Eidi i dr. (2011); Ustuni Sezik (2011); Ibrahim (2012); Rodriguesi dr. (2012); Abu-Darwish
i dr. (2013);

sedativno/

halucinogeno

Valdes i dr. (1994); Perry i dr. (1996, 2000, 2003); Imanshahidi i Hosseinzadeh (2006);
Nugrohoii dr. (2012)

fitoestrogeno

Perry i dr. (2000, 2003); Adaay i dr. (2013)

antidijabeti¢no/
hipoglikemijsko

Baricevic i Bartol (2000); Eidi i Eidi (2009); Jafari i dr. (2015)

kardio-, gastro i
hepatopr otektivno/
imunomodulatorno

Baricevi¢ i Bartol (2000); Kolak i dr. (2001); Ulubelen (2003); Mayer i dr. (2009); Wang
(2010); Ziaei i dr. (2011); Nugrohoi dr. (2012); Shahrzad i dr. (2014)

insekticidno/
larvicidno

Pavelai dr. (2008); Pavelai Neugebauerova (2008)

antiger minativno/
alelopatsko

Baricevic i Bartol (2000); De Martino i dr. (2010)
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U nastavku Ce biti izloZzen detajniji pregled literature o antioksidativnoj,
antimikrobnoj, antineurodegenerativnoj i citotoksicnoj aktivnosti etarskih ulja i ekstrakata
vrsta roda Salvia, kao i 0 sekundarnim metabolitima koji doprinose bioloskim dejstvima
ovih biljaka.

1.3.4.1. Antioksidativna aktivnost etarskih ulja i ekstrakata vrsta roda Salvia

Etarska uljai ekstrakti vrstaroda Salvia veoma efikasno eliminiSu slobodne radikale
zahvaljujuci svojim glavnim aktivnim komponentama kao $to su terpeni i polifenoli (Fu i
dr., 2013). Evaluacija antioksidativne aktivnosti vrsena je primenom razliitih testova
(DPPH, ABTS, FRAP, [3-karoten/linolna kiselina test i dr.) zasnovanih na razliCitim
mehanizmima reakcije, gde su rezultati mnogobrojnih studija saglasni u tome da su brojne
vrste roda Salvia iz Turske (Tepe i dr, 2004, 2005, 2006; Orhan i dr., 2007, 2012, 2013;
Akkol i dr., 2008; Tepe, 2008; Senol i dr., 2010a; Tosun i dr., 2010; Kosar i dr., 2011,
Dinger i dr., 2012, 2013), Juznoafricke republike (Kamatou i dr., 2005, 2007, 2010), Tunisa
(Ben Farhat i dr., 2009, 2013a,b,c, 2014, 2015), Grcke (Stagos i dr., 2012; Skotti i dr.,
2014) i drugih zemalja pokazale visok antioksidativni kapacitet.

Literaturni podaci ukazuju na Siroke varijacije u antioksidativnoj aktivnosti etarskih
uljai ekstrakata Salvia koje se uglavnom pripisuju razlikama u biljnom materijau (biljna
vrsta, deo biljke, lokalitet, sezona, fenoloska faza) i/ili razlikama u ekstrakcionoj proceduri
I metodi za evaluaciju antioksidativne aktivnosti (izbor procedure i eksperimentalni uslovi).
IstrazivaCi su saglasni da je antioksidativha aktivnost jako i pozitivno korelisana sa
sadrzajem aktivnih komponenti (fenolnih jedinjenja i terpena) u etarskim uljima i

ekstraktima zalfija.

Cuvdier i dr. (1994) su istakli da su glavne antioksidativne komponente S
officinalis diterpenski derivati (karnozol, karnozolna kiselina, rosmadial, rozmanol,
epirozmanol i metal karnozat), od kojih su kafena i ruzmarinska kiselina efikasnije
neutralisale slobodne radikale u odnosu na flavonoidne glikozide luteolin i apigenin (Lu i

Foo, 2001). Hloroformska i vodena frakcija etanolnog ekstrakta, ruzmarinska kiselina,
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luteolin i dominantne monoterpenske komponente etarskog ulja (1,8-cineol, a- i 3-pinen,
linalol i karvakrol) S lavandulifolia su ispoljili antioksidativho degjstvo, dok je kamfor
delovao prooksidativno (Perry i dr., 2003).

1.3.4.2. Antimikrobna aktivnost etarskih ulja i ekstrakata vrsta roda Salvia

S officinalis (dalmatinska zalfija) se tradicionalno koristi za ispiranje usta i grla
zbog svog antisepti¢nog dejstva, koje je potvrdeno nizom studija (Miti¢-Culafi¢ i dr., 2005;
Delamare i dr., 2007; Zizovi¢ i dr., 2009). Literaturni podaci pokazuju da su razli¢ite vrste
Zalfija, a naroCito njihova etarska ulja efikasno inhibirala rast najceS¢ih bakterijskih
patogena: Bacillus subtilis, B. cerus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Saphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus
pyogenes, Salmonella sp., Shigella sp., Micrococcus sp., Proteus sp. i dr. (Sivropoulou i
dr., 1997; Tzakou i dr., 2001; Tepe i dr., 2004, 2005; Kamatou i dr., 2007; Kelen i Tepe,
2008; Savikin i dr., 2008; Askun i dr., 2009; Cardile i dr., 2009; Javdan i Estrakhr, 2011;
Ibrahim, 2012; Firuzi i dr., 2013).

Slicno drugim lekovitim biljkama, Zalfije su efikasnije inhibirale rast Gram-
pozitivnih u poredenju sa Gram-negativnim bakterijama, Sto Nikaido (1996, 2003)
objasnjava razlikama u strukturi ¢elijskog zida kod ove dve grupe bakterija. U studiji Stevic¢
I dr. (2014), etarska ulja S officinalisi S lavandulifolia su ispoljila znacajno antifungalno
dejstvo na 21 testiranu mikromicetu. RazliCite patogene mikromicete rodova Candida,
Aspergillus, Trichophyton, Cryptococcus, Microsporum, Fusarium, Penicillium,
Trichoderma, Phomopsis, Bortytisi dr. su pokazale osetljivost na tretmane etarskim uljima
i ekstraktima razliCitih vrsta Zalfija (VeliCkovi¢ i dr., 2002; Dulger i Hacioglu, 2008;
DZamic i dr., 2008; Sokovic i dr., 2009; Karcioglu i dr., 2011; Abu-Darwishii dr., 2013).

Etarska ulja su se pokazala kao snazniji antimikrobni agensi u odnosu na biljne
ekstrakte zahvaljujuci tome Sto u njihov sastav ulaze lipofilni molekuli niske molekulske
mase koji lakSe prolaze kroz Celijsku membranu bakterije ili mikromicete (Cowan, 1999).

Veci broj studija je potvrdio da aktivne komponente lipofilnih frakcija ekstrakata pokazuju
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snaznije antimikrobno dejstvo u odnosu na hidrofilne komponente Sto se objasSnjava
efektivnijim transportom kroz Celijsku membranu patogena (Tepe i dr., 2004, 2005; Arslan
i Celik, 2008). Sonboali i dr. (2006) su zakljucili da etarska ulja vrsta roda Salvia ispoljavau
antimikrobno dejstvo zahvaljujuci sinergizmu izmedu glavnih komponenti (linalol, 1,8-
cineol, a- i B-pinen, B-kariofilen i limonen) i drugih komponenti ulja. U ekstraktima zalfija
identifikovan je veci broj antimikrobnih komponenti ukljuCujuci abietanske diterpene
(Topcu i Goren, 2007) i polifenole (fenolne kiseline, flavonoide i tanine) (Cowan, 1999,
Leei dr., 2010).

1.3.4.3. Citotoksi¢na aktivnost etarskih ulja i ekstrakata vrsta roda Salvia

Etarska uljai ekstrakti vrsta roda Salvia su pokazali antiproliferativno i citotoksi¢no
dejstvo na Celijske linije humanih kancera. Iz pojedinih vrsta su izolovani aktivni principi
citotoksi¢nog delovanjai uglavnom su svrstani u grupe biljnih fenolai terpena (Wahlei dr.,
2010; Batrai Sharma, 2013; Firuzi i dr., 2013; Fantini i dr., 2015). Citotoksi¢no dejstvo se
uglavnom ostvaruje kroz indukciju apoptoze Sto je potvrdeno studijama Xavier i dr. (2009
ab) gde su vodeni ekstrakti S. officinalis i S fruticosa i ruzmarinska kiselina, kao
dominatno fenolno jedinjenje ovih ekstrakata, indukovali Celijsku smrt u dve Celijske linije
kolorektalnog karcinoma. Etarsko ulje S fruticosa i njegove glavne komponente (1,8-
cineol, a- i R-tujon i kamfor) su pokazali visoku toksi¢nost na Vero Celije (Sivropoulou i
dr., 1997), dok je etanolni ekstrakt ove biljke pokazao ngjizrazitiju antiproliferativnu
aktivnost u poredenju sa drugim testiranim biljkama (Al-Kaadeh i dr., 2010).

Metanolni ekstrakti Sest vrsta Salvia iz Irana, a posebno S. menthaefolia su pokazali
citotoksi¢no dejstvo na vise Eelijskih linija (Fiore i dr., 2006, 2012). Tretman etarskim
uljima S, rubifolia i S. bracteata je uzrokovao apoptozu cCelija humanog melanoma $to je
pripisano prisustvu razlicitih seskviterpena (Cardile i dr., 2009) i Sto je u saglasnosti sa
rezultatima dobijenim za etarska ulja tri vrste Salvia iz Libana (Russo i dr., 2016). Devet
vrsta Salvia iz Jordana su ispoljile snazan citotoksicni efekat na Cetiri linije kancera dojke
sa lCsp vrednostima izmedu 5 - 200 pg/mL (Abu-Dahab i dr., 2012).
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Dihlorometanski ekstrakti 11 iranskih vrsta Salvia su pokazali visi citotoksicni
potecijal u odnosu na metanolne ekstrakte (Firuzi i dr., 2013). Nepolarni ekstrakti S
lerifolia su pokazali visoku toksi¢nost na nekoliko testiranih linija kancera, dok je njihov
konstituent naringenin ispoljio dejstvo blisko vinblastinu (Tundis i dr., 2011). Luteolin,
kvercetin i ursolna kiselina, identifikovani kod nekoliko vrsta zalfija, takode ostvaruju
antiproliferativno degjstvo mehanizmom indukcije apoptoze (Xavier i dr., 2009b). Veci broj
abietanskih diterpena izolovanih iz turskih vrsta Zalfije, a naroCito taksidion, deluju

citotoksi¢no na Celijske linije humanog kancera (Topcu i Goren, 2007).

1.3.4.4. Antineurodegenerativna aktivnost etarskih ulja i ekstrakata vrsta roda
Salvia

Neke vrste Zalfija (S officinalisi S. lavandulifolia) su tradicionalno koriscene protiv
gubitka memorije u Evropi (Perry i dr, 1996; Topcu i Kusman, 2014), dok je koren S
miltiorrhiza cenjen u kineskoj tradicionalnoj medicini, jer poboljSava memoriju i
cirkulaciju krvi u mozgu (Topcu i Kusman, 2014). Etarska ulja i ekstrakti pojedinih vrsta
Salvia, a posebno S officinalis, S. lavandulifolia, S. triloba i S miltiorrhiza, snazno
inhibiraju holinergiCku aktivnost enzima AChE i BuChE zbog Cega predstavljaju ozbiljne
kandidate za terapiju pocCetnih stadujuma AD (Perry i dr., 1996, 2003; Akhondzadeh i dr.,
2003; Savaev i dr., 2003; Kennedy i dr., 2006; Orhan, 2007, 2012, 2013; Orhan i Arslan,
2009; Senol i dr., 2010a; Barabadan i dr., 2012; Topcu i Kusman, 2014).

Znatno je manje literaturnih podataka o aktivnosti Zalfija kao inhibitora TYR.
Ekstrakti nekoliko vrsta zalfija gajenih na Tajvanu su bili u potpunosti inaktivni (Lee i dr.,
20114), dok su 16 vrsta zalfije iz Turske pokazale slabu inhibiciju TYR (Orhan i dr., 2012).
Sli¢ne rezultate su dobili Lin i dr. (2011) i Suntar i dr. (2011) testirajuci vodene i etanolne
ekstrakte nekoliko vrsta Salvia Ciji su procenti inhibicije TYR bili ispod 15%.

Smatra se da su glavni nosioci AChE aktivnosti zalfija monoterpeni, diterpeni
(sklareol, manool, feruginol, karnozol, karnozolna kiselina) i triterpeni (oleinska i ursinska

kiselina) (Topcu i Kusman, 2014). Etarsko ulje S lavandulifolia i glavhe monoterpenske
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komponente a-pinen, kamfor i posebno 1,8-cineol deluju kao nekompetitivni reverzibilni
inhibitori AChE (Perry i dr., 2000; 2003). S obzirom da su oksidativni stres i hronicna
inflamacija u tesnoj vezi sa nastankom neurodegenerativnih bolesti (Topcu i Kusman,
2014), polifenoli Salvia su izuzetno vazna grupa jedinjenja, jer ucestvuju u antioksidativnoj
zastiti (Kim i Uyama, 2005; Wang i dr., 2006; Chang, 2009; Roseiro i dr., 2012; Xiei dr.,
2014). Sem toga, flavonoidi kao Sto su kempferol i kvercetin mogu direktno i irevirzibilno
inhibirati tirozinazu nagradivanjem helata sa jonom bakra iz aktivnog centra ovog enzima
(Kim i Uyama, 2005). Smatra se da navedena jedinjenja biljaka deluju sinergisticki, jer su
se etarska uljai ukupni ekstrakti pokazali kao potentniji inhibitori enzimanego pojedinacna
jedinjenja(Topcu i Kusman, 2014).

1.4. Rod Salvia u flori Makedonije

U flori Evrope je zastupljeno 36 vrsta roda Salvia grupisanih u 7 sekcija, od kojih
Salvia (11 spp.) i Plethiosphace (14 spp.) obuhvataju najveci broj vrsta (Hedge, 1972).
Sekcija Salvia (Eusphace Bentham) obuhvata Zbunove ili viSegodiSnje zeljaste biljke.
Gornja usna krunice je manje-vise prava, a kruniCna cev poseduje venac trihoma sa
unutradnje strane. Konektiv je jednak, kraci ili iste duZine kao filament. Vrste sekcije
Plethiosphace su viSegodisnje, retko dvogodisnje biljke. Gornja usna krunice je prava ili
kukasta, a kruniCna cev bez venca trihoma sa unutraSnje strane. Konektiv je duzi od
filamenta (Hedge, 1972).

U flori Republike Makedonije je konstatovano 15 vrsta (Matevski) (nepublikovani
rezultati), od kojih S amplexicaulis i S. jurisicii pripadaju sekciji Plethiosphace, a S.
ringens sekciji Salvia (Hedge, 1972). U nastavku Ce biti dat opis, rasprostranjenjei pregled

istraZzivanja ove tri vrste iz flore Republike Makedonije.
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1.4.1. Salvia amplexicaulis Lam.

Opis. S amplexicaulis je viSegodisnja zeljasta biljka, visine do 80 cm. Stablo je
uspravno, u gornjem delu metlicasto-razgranato i gusto pokriveno dlakama. U donjem delu
stabla listovi su sa kratkim drSkama ili gotovo sedeCi; srednji i gornji listovi su sedeci,
srcastom osnovom obavijaju stablo; duz celog oboda su tupo nazubljeni. Listovi su na licu
manje-vise glatki ili goli, a na naliCju bledi i gusto pokriveni dlakama. Brakteje su srcasto-
jajaste, celog oboda, iste duZine kao CaSica, Cesto ljubiCaste boje i dlakave spolja. Cvetovi
su dugacki 10 - 12 mm, sa kratkom cvetnom drSkom, po 6 - 8 skupljeni u prividne, zbijene
prljenove. Casica je zvonasta, dvousnata, sa tri kratka zupca na gornjoj i dva dugacka na
donjoj usni, duzine 6 - 8,5 mm. Krunica dvousnata, plavo-ljubicaste boje, dugacka 8,5 - 12

mm, a krunicna cev je iste duzine kao CaSica. Prasnici ne vire iz krunice, a stubi¢ je znatno
duzi (Hedge, 1972; Dikli¢, 1974) (Slika 10).

Slika 10. I1zgled S. amplexicaulis (foto: nepoznat autor).

Rasprostranjenje: Ova vrsta je rasprostranjena na Bakanskom poluostrvu, na
podrucjima Albanije, Bugarske, Grcke, bivse Jugoslavije, evopskog i azijskog dela Turske
(Hedge, 1972).

Pregled istraZzivanja: Petrovi¢ i dr. (2009) i Velickovi¢ i dr. (2012) su andizirali
sastav etarskog ulja S. amplexicaulis sakupljene sa dva lokaliteta u Srbiji. U oba uzorka su

bili dominantni seskviterpeni, sa germakrenom D, viridoflorolom, kariofilen oksidom i [3-
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kariofilenom kao glavhim komponentama. Rzepa i dr. (2009) su pomocu HS-GC-MS
(Head-space gasna homatografija-masena spektroskopija) kao glavne komponente ulja S
amplexicaulis identifikovali kamfen, 3-hamigren i tujol. Etarsko ulje je pokazalo znacajnije
antimikrobno dejstvo na rast Gram-pozitivnih bakterijai Candida albicans u poredenju sa
Gram-negativnim bakterijama (Petrovic i dr., 2009). Kolak i dr. (2001) i Ulubelen (2003)
su pokazali vazodepresivno dejstvo ekstrakta i pojedinih jedinjenjaizolovanih iz korena S
amplexicaulis (diterpenoidi 1,7-okso-abieta-9,12,14-trien, feruginol i steroidno jedinjenje
stigmast-4-en-3-on. Medu ekstraktima 16 vrsta Salvia iz Turske, etil acetatni i posebno
metanolni  ekstrakt S amplexicaulis su pokazali znaCajno antioksidativno i
antineurodegenerativno dejstvo u nekoliko paralelnih testova (Orhan i dr., 2012).
Triterpenske kiseline, kao oleinska i ursolna kiselina, su bile prisutne u visokom procentu u
ekstraktu ove biljke (Janicsék i dr., 2006). Ekstrakt S amplexicaulis gajene u Ceskoj je
pokazao relativno visok sadrzaj ukupnih fenola i ruzmarinske kiseline u poredenju sa

drugim vrstama Salvia (Murérikovai dr., 2015).

1.4.2. Salviajurisicii Kosanin

Opis. Stabla su difuzno granata, visine do 60 cm, gusto pokrivena dugackim
dlakama i nose veliki broj listova celom duzinom. Listovi su perasti, sa 4 - 6 parova uzanih
linearnih segmenata. Cvasti su rastresite, razgranate, sa 4 - 6 cvetova gusto slozenih u
prsljene. Cvetovi su na drSkama; CaSica je dugaCka 3 - 5 mm, sa kratnim mehanickim i
taCkastim glandularnim trihomama; krunica je plavo-ljubiCasta, resupinatna (9 - 12 mm).
Prasnici ne vire ili malo vire iz cveta (Hedge, 1972). Predstavlja atraktivnu dekorativnu
biljku, jer poseduje neobiCne peraste listove i guste cvasti sa zaSiljenim ljubicasto-plavim
cvetovima (Slika 11).

Rasprostranjenje: Ova vrsta je endemicna za centralni deo Makedonije, gde
naseljava susna stanista (Hedge, 1972). Ukljucena je u nacionalnu CORINE listu kao vrsta
sa ogranicenom distribucijom, odnosno kao vrsta Cije je staniSte ugrozeno pojedinim
antropogenim delatnostima (Smith, 2003).
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Slika 11. I1zgled S jurisicii (foto: nepoznat autor).

Pregled istrazivanja: Kao glavne komponente u etarskom ulju S jurisicii, Rzepai
dr. (2009) su identifikovali kamfen, tujol, tujonen i kamfor. Janicsdk i dr. (2006) su
proucavali sadrzaj triterpenskih kiselina (oleinske i ursolne) u metanolnim ekstraktima 88
vrsta familije Lamiaceae i primetili da je sadrZaj oleinske kiseline bio veéi od sadrZaja
ursolne kiseline sa izuzetkom tri vrste, medu kojima je bila S jurisicii. Janicsék i dr. (2010)
su nasli nizak antioksidativni kapacitet metanolno-vodenog ekstrakta S jurisicii u
poredenju sa ostalim vrstama roda Salvia. Abreu i dr. (2008) su proucavali sadrzaj dva
diterpena (karnozolne kiseline i karnozola) i a-tokoferola u metanolnim ekstraktima listova
60 vrsta Salvia. Karnozolna kiselina i a-tokoferol su bili prisutni u uzorku S. jurisicii, dok
karnozol nije detektovan. Sajewicz i dr. (2011, 2012) su u ekstraktima S. jurisicii gajene u
Poljskoj identifikovali kafenu, hlorogensku, ruzmarinsku, ferulicnu kiselinu i kumarin.
Sadrzaj ukupnih fenola i ruzmarinske kiseline u ekstraktima S. jurisicii kultivisane u Ceskoj
je bio najnizi medu 37 uzoraka Salvia (Murérikovai dr., 2015). U studiji koja je obuhvatila
metanolne ekstrakte 21 vrste Salvia, Pavela i Neugebauerova (2008) su nasli da ekstrakt S.
jurisicii pokazuje najnizi larvicidni kapacitet. Kao i druge vrste roda Salvia, S jurisiciii S
amplexicaulis su pokazale sposobnost da eliminiSu Stetan bisfenol A iz zemljista (Okuhata i
dr., 2010), pa mogu biti od velikog znacaja u fitoremedijaciji.
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1.4.3. Salviaringens Sibth. & Sm.

Opis: S ringens je viSegodidnja zeljasta biljka, visine do 60 cm. Naseljava susna
kamenita staniSta i travnate povrsine. Stabla su uspravna, nerazgranata ili slabo metli¢asto
granata u gornjem delu i pokrivena mehanickim dlakama. Listovi su krupni, skupljeni u
prizemnu rozetu, dugacki 7 - 15 cm i nepravilno perasto deljeni; terminalni reZanj je veliki i
simetriCan, a 3 - 6 pari boCnih reznjeva sitniji i jgjastog oblika. Listovi su sa dobro
razvijenim lisnim drSkama, na licu tamnozeleni, a na nali¢ju pokriveni gustim i dugackim
dlakama. Listovi su duz stabla malobrojni; brakteje su jgjaste i gusto obrasle dlakama. Po 2
- 4 krupnih cvetova je skupljeno u prsljenove. Cvetne drSke su dobro razvijene, sa dve
elipticne brakteole u osnovi. Specifian epitet ringens se odnosi na S$irokootvorene
dvousnate cvetove. Casica je duzine 10 - 17 mm, dvousnata i deljena na zupce, na kojima
su utisnute glandularne trihome. Krunica je dugacka oko 40 mm, ljuciasto-plaveili plave
boje i dvousnata; gornja usna krunice prava, na vrhu urezana. Prasnici su malo kraci, a
stubi¢ malo duZi od krunice. OraSice su veliine 3 - 3,5 mm, trostrane, tamno mrke boje,
bradavicave (Hedge, 1972; Dikli¢, 1974; Lawton, 2002). Ova biljka je visoko cenjena
ukrasna i medonosna biljka, zahvaljujuci atraktivnoj lisnoj rozeti, krupnim ljubicastim

cvetovimali intenzivnom, veoma prijatnom mirisu (Slika 12).

Slika 12. Izgled S ringens (levo, foto: nepoznat autor; u sredini i desno, foto: A. Alimpic).
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Rasprostranjenje: Ova biljka je rasprostranjena na susSnim staniStima juznih i
istoCnih delova Balkanskog poluostrva, SireCi se sve do jugoistotne Ruminije (Hedge,
1972).

Pregled istrazivanja: Monoterpeni 1,8-cineol i a-pinen su glavnhe komponente
etarskih ulja S ringens iz Gréke i Makedonije (Tzakou i dr., 2001; Savikin i dr., 2008), dok
su kamfor i borneol dominirali u uzorku iz Bugarske (Georgiev i dr., 2013). Etarsko ulje
ove biljke i njegove izolovane komponente su pokazale znaCajno antimikrobno dejstvo
protiv razli¢itih bakterijskih sojeva i C. albicans (Tzakou i dr., 2001; Savikin i dr., 2008),
dok literaturni podaci o antimkirobnom dejstvu ekstrakata nisu dostupni. Glavna fenolna
komponenta metanolnog ekstrakta S ringens iz Ruminije je ruzmarinska kiselina, a ostale
komponente (kafena, p-kumarinska i hlorogenska kiselina, derivati luteolina i apigenina) su

prisutne u znatno manjim koli¢inama (Coisin i dr., 2012).

Couladis i dr. (2003) su proucavali antioksidativnu aktivnost ekstrakata 21 biljke iz
Grcke Umezawa metodom i nasli da metanolni ekstrakt S ringens pokazuje slicno dejstvo
kao a-tokoferol. Medu 27 lekovitih biljaka razliCitih familija, sakupljenih u Makedoniji,
najsnaznije antioksidativno dejstvo korelisano sa sadrzajem ukupnih fenola, flavonoida i
fenilpropanoida su pokazali ekstrakti Origanum wvulgare, Melissa officinalis i Salvia
ringens (Tusevski i dr., 2014). Mnogi istrazivaCi su uoCili snaznu korelaciju izmedu
sadrzaja ukupnih fenola i snazne antioksidativne aktivnosti S ringens (Nikolova, 2011;
Coisin i dr., 2012; Tusevski i dr. 2014). Ekstrakti i pojedine komponente izolovane iz
korena S. ringens su ispoljile snazno citotoksicno dejstvo na nekoliko Celijskih linija
humanog karcinoma (Janicsak i dr., 2007, 2011). U odnosu na druge vrste roda Salvia,
metanolni ekstrakt je pokazao slabo larvicidno dejstvo na larve Culex quinquefasciatus
(Pavela, 2008).
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2. CILJ RADA

Na osnovu prezentovanih literaturnih podataka moze se uociti da:

rod Salvia pokazuje diverzitet mikromorfoloskih karakteristika po kojima se vrste

ovog roda medusobno razlikuju u znaCajnoj meri;

vrste roda Salvia su veoma bogate razli€itim sekundarnim metabolitima, narocito

etarskim uljimai fenolnim komponentama;

etarska ulja 1 ekstrakti vrsta roda Salvia ispoljavaju Sirok spektar bioloskih
aktivnosti;

vrste ovog roda iz flore Republike Makedonije su delimi¢no istrazene ili u

potpunosti neistrazene sa navedenih aspekata.

Imajuéi u vidu izneta zapazanja, cilj ovog rada je analiza mikromorfoloskih i

anatomskih karakteristika, hemijskog sastava i bioloskih aktivnosti etarskih ulja i

ekstrakata vrsta S. amplexicaulis, S. jurisicii i S. ringens iz flore Republike
M akedonije.

Postavljeni su sledeci zadaci istraZzivanja:

N7
I\

analiza mikromorfoloskih i anatomskih karakteristika vegetativnih i generativnih
organa tri vrste Zalfija, a posebno njihovih glandularnih trihoma kao mesta sekrecije
brojnih sekundarnih metabolita;

analiza hemijskog sastava etarskih ulja 1 anadiza fenolnih komponenti
dihlorometanskih, etil acetatnih, metanolnih, etanolnih i vodenih ekstrakata

dobijenih od tri vrste Zalfija;

ispitivanje potencijalnih bioloSkih aktivnosti (antioksidativna, antimikrobna,

citotoksicna i antineurodegenerativna) etarskih uljai ekstrakata tri vrste zalfija.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Biljni materijal

Za potrebe ovog rada, vrSena su terenska istrazivanja na teritoriji Republike
Makedonije 2011. i 2012. godine i prikupljen je biljni materijal tri vrste roda Salvia: S
amplexicaulis, S. jurisicii i S ringens (Slike 13-15) u fazi punog cvetanjai/ili nakraju faze
cvetanja. Determinaciju vrstaroda Salvia su izvrsili prof. dr VIado Matevski i prof. dr Petar
D. Marin. Vauceri su deponovani u Herbarijumu Instituta za botaniku i Botanicke baste
”Jevremovac” BioloSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu (Tabela 2).

Za potrebe mikroskopskih analiza, uzorci su sakupljeni 2011. godine (sezona A,
Tabela 2). Za anadlize skeniraju¢im elektronskim mikroskopom, uzorci su snimani bez
prethodne pripreme, dok su za analize svetlosnim i transmisionim elektronskim
mikroskopom fiksirani po propisanoj proceduri neposredno po sakupljanju. Biljni materijal
za fitohemijska istrazivanja je sakupljen 2011. i 2012. godine (sezone A i B, Tabela 2),
zatim postepeno suSen na vazduhu i u senci i Cuvan u tamnoj prostoriji na sobnoj

temperaturi do poCetka eksperimenata.

Slika 13. Salvia amplexicaulis Lam. (foto: A. Alimpic).
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Slika 15. Salviaringens Sibth. & Sm. (foto: A. Alimpi¢).
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Tabela 2. Podaci o sakupljenom biljnom materijalu istrazivanih vrsta Salvia.

Vrsta L okalitet Geografski podaci Datum Fenofaza Broj vaucera Sezona*
Geografska ~ Geografska Nadmorska
duZina (N) Sirina (E) visina (m)
Pletvar, ) )
) L B 41°22,169” 21°39,180” 1010 12.07.2011. krgj cvetanja BEOU;16673 A
Salvia amplexicaulis R. Makedonija
Lam. Pletvar, .
. 41°22,169’ 21°39,180” 1010 3.07.2012. puno cvetanje BEQOU;17079 B
R. Makedonija
Stip, . .
B 41°50,324’ 22°08,289’ 420 11.07.2011. kra cvetanja BEOU;16674 A
R. Makedonija
Salvia jurisicii T
1D,
Kosanin P . 41°50,324’ 22°08,289’ 420 2.07.2012. krgj cvetanja BEOU;17078 B
R. Makedonija
Put Leskovica-
Pepeliste, 41°34,407° 22°13,501’ 581 11.07.2011. krgj cvetanja BEOU;16671 A
Salvia ringens R. Makedonija
Sibth. & Sm. Krivolak, ]
B 41°53,33’ 21°41,08’ 229 2.07.2012. puno cvetanje BEOU;16675 B
R. Makedonija

*Sezona: A (2011. godina); B (2012. godina)
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3.2. Hemikalijei reagens

Metanol, etanol, destilovana voda, glacijalna siréetna kiselina, hlorovodoni¢na
kiselina, heksan, dihlorometan, hloroform, etil acetat i formaldehid su nabavljeni od Zorka
Pharma, Sabac (Srbija). Galna kiselina, kvercetin, askorbinska kiselina, 2(3)-t-butil-4-
hidroksianizol (BHA), 3,5-di-tert-butil-4-hidroksitoluen (BHT), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH), 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS), 2,4,6-tripiridil-s-
triazin (TPTZ), kaijum-acetat (C,H3KO,), kalijum-persulfat (K,S,0Og), dimetilsulfoksid
(DMSO), anhidrovani natrijum-karbonat (Na&COs3), auminijum-nitrat nonahidrat
(AI(NOg)3 x 9H,0), natrijum-acetat (C,HsNaO,), gvozde(lll)-hlorid (FeCl3), gvozde(ll)-
sulfat heptahidrat (FeSO,4 x 7H,0), B-karoten, Folin-Ciocalteu fenolni reagens, monobazni
natrijum-fosfat  (NaH,PO,), dibazni natrijum-fosfat (NaHPO,), 5,5-ditiobis (2-
nitrobenzojeva kiselina) (DTNB), acetilholinesteraza izolovana iz Electrophorus electricus
(electric edl) (AChE), acetilholin-jodid, galantamin-hidrobromid iz Lycoris sp., kojiCna
kiselina, tirozinaza izolovana iz gljiva, 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin (L-DOPA), Tris (2-
Amino-2-(hidroksimethil)-1,3-propanediol) su kupljeni od Sigma Chemicals Co. (SAD), a
Tween 40 i linolna kiselina od Acros Organics (Belgija). Standardi fenolnih komponenti
(galna kisdlina, kafena kiselina, ruzmarinska kiselina, apigenin, luteolin, genkvanin,
kvercetin, kumarin) su nabavljeni od Merck (Nemacka).

3.3. Mikroskopske analize

3.3.1. MikromorfoloSka analiza biljnog materijala binokularnom lupom

Biljni organi proucavanih vrsta (listovi, stabla, ¢aSica, krunica i oraSice) su bez
prethodne pripreme posmatrani i fotografisani binokularnom lupom Nikon SMZ18 na
Poljoprivrednom fakultetu Univerziteta u Beogradu. Merenja duzine i Sirine orasSica su
obavljena pomocu softvera DIGIMIZER 4.3.4. Za potrebe posmatranja miksokarpije
(osluznjavanja), oraSice su postavljene na predmetno staklo, nakvaSene destilovanom
vodom, a zatim je posmatran intenzitet osluznjavanja pomocu binokularne lupe LEICA
DMLS na Katedri za ekologiju Instituta za botaniku BioloSkog fakulteta Univerziteta u
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Beogradu. Reakcija osluznjavanja je posmatrana na svakih 15 minuta u toku prvog sata i
narednih 8 sati u intervalima od 60 minuta. Ukoliko nakon toga nije bilo produkcije sluzi,

smatrano je da nema reakcije osluznjavanja posmatranog uzorka.

3.3.2. Svetlosna mikroskopija

Za histolosku i citolosku analizu delovi listova iseCeni uz glavni nerv i stabala su
fiksirani FAA fiksativom (formalin, siréetna kiselina i alkohol), zatim dehidratisani serijom
etanola rastu¢e koncentracije (10 - 100%) i kaupljeni u parafinske blokove. Preseci
dobijeni secenjem blokova na rotacionom mikrotomu na Institutu za bioloSka istrazivanja
»Sinisa Stankovi¢” su deparafinisani i obojeni hematoksilinom, a zatim posmatrani i

fotografisani na Zeiss Axiovert mikroskopu (Carl Zeiss GmbH, Géttingen, Nemacka).

3.3.3. Elektronska mikroskopija

3.3.3.1. Skeninirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Povrsina intaktnih oraSica i iseCaka drugih biljnih organa (liska, stablo, CaSica,
krunica) je analizirana skeniniraju¢om elektronskom mikroskopijom. Uzorci biljnog
materijala su montirani na nosace pomocu dvostrano-lepljive trake i napareni slojem zlatau
uredaju BALTEC SCD 005, sa vremenom naparavanja 100 sekundi i strujom naparavanja
30 mA, a zatim posmatrani i snimani skening elektronskim mikroskopom JEOL JSM
6390W na Poljoprivrednom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

3.3.3.2. Transmisiona elektronska mikroskopija (TEM)

Ise€ci biljnog materijala (stabla i listovi) povrsine oko 5 mm? su neposredno po
prikupljanju fiksirani 3% rastvorom glutaraldehida u fosfathom puferu (0,1 M, pH 7.3),
nakon Cega je materijal ispran fosfatnim puferom i postfiksiran 1% rastvorom osmijum-

tetroksida u istom puferu (24 h, 4 °C). Fiksirani materijal je ispran destilovanom vodom i
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dehidratisan u etanolu rastuce koncentracije (30 - 100%), a zatim ukalupljen u smesi smola
ARALDIT CY 212 i DDSA (Hardener) uz akcelerator BDMA (0,3%). Ukalupljeni biljni
materijal je iseCen uz pomo¢ LKB Il ultramikrotoma. Polutanki preseci (semi-thin)
debljine 1 - 1,5 um su obojeni toluidin plavim, a zatim posmatrani i fotografisani
svetlosnim mikroskopom Zeiss Axiovert (Carl Zeiss GmbH, Gottingen, Nemacka). Finiji
preseci (oko 500 nm) su montirani na bakarne mrezice i kontrastirani uranil-acetatom i
olovo-citratom za posmatranje MORGAGNI 268 transmisionim elektronskim

mikroskopom (FEI Company, Eindhoven, Holandija) na 100 kV.

3.4. 1zolovanjei analiza sastava etar skih ulja

Izolovanje etarskih ulja. Nadzemni delovi biljaka (po 100 g suvog biljnog
materijala) su samleveni (3 - 6 mm), (biljni materijal oznacen Sifrom B u Tabeli 2). Etarsko
ulje je dobijeno hidrodestilacijom tokom 3 sata u aparaturi po Clevenger-u po proceduri 1V

Jugoslovenske farmakopege (Y ugoslav Pharmacopoeia |V, 1984).

Analiza sastava etarskih ulja. Kvalitativna i kvantitativna analiza etarskih ulja je
izvrSena pomocu gasne hromatografije (GC-FID) i masene spektrometrije (GC-MS).
Koris¢éen je HP-5890 Series Il gasni hromatograf (GC) opremljen S/SL (split-splitless)
injektorom, HP-5 kapilarnom kolonom (25 m x 0.32 mm, debljina filma 0,52 pym) i
plameno-jonizuju¢im detektorom (FID), dok je vodonik koris¢en kao noseci gas (1
mL/min). Temperatura injektora je iznosila 250 °C, detektora 300 °C, dok je temperatura

kolone menjana u linearnom rezimu od 40° do 260 °C (°C/min).

Gotovo isti analiticki uslovi su primenjeni i za GC-MS analizu, Sto je radeno na HP
G 1800C Series 1l GCD analitickom sistemu, s tim Sto je koriS¢ena HP-5M S kolona (30 m
x 0,25 mm x 0,25 ym) i helijum kao noseCi gas. Temperatura transfer linije (MSD) je
iznosila 260 °C. EI maseni spektri (70 eV) su dobijeni u scan rezimu u opsegu m/z 40 -
400. U svim slucajevima, po 1 pL etanolnog rastvora etarskog ulja (10 yL/mL) injektiran je
u split rezimu (1:30).
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Identifikacija pojedinacnih komponenti vrsena je masenospektrometrijski i preko
retencionih indeksa, uz koriscenje razlicitih baza masenih spektara (NIST/Wiley), razlicitih
naCina pretrage (PBM/NIST/AMDIS) i raspoloZivih literaturnih podataka (Adams, 2001;
Hochmuth, 2006). Za potrebe kvantifikacije kao osnova su uzeti procenti povrSina pikova

dobijeni integracijom sa odgovarajucih hromatograma (FID, 250 °C).

3.5. Priprema ekstrakata

Biljni materijal prikupljen u sezonama A i B (Tabela 2) procesuiran je za
ekstrakciju tako Sto je materijal podeljen u Cetiri grupe: kompletni nadzemni delovi biljaka,
listovi, stabla, cvasti. Biljni materijal je usitnjen (2 - 6 mm) pomocu laboratorijskog
blendera (Waring laboratory blender, No. 8010ES). Ekstrakcija je izvrSena maceracijom uz
koriScenje ultrazvucnog kupatila da bi se povecala efikasnost ekstrakcije (\Velickovic i dr.,
2007; Glisic¢ i dr., 2011). Uvedene su dve paralée ne procedure: individualna (jednostepena)
I sukcesivna (trostepena) ekstrakcija.

Individualna (jednostepena) ekstrakcija. Odmereno je po 10 g samlevenog
biljnog materijala, preliveno sa po 100 mL odgovarajuceg rastvaraca (10% w/v). Biljni
materija je ekstrahovan 24 h u mraku na sobnoj temperaturi, stim daje prvog i poslednjeg

sata izlozen delovanju ultrazvuka u ultrazvucnom kupatilu (30 °C, 2 h).

Sukcesivna ekstrakcija (ekstrakcija u tri koraka). Ovg) tip ekstrakcije obuhvata
niz sukcesivnih ekstrakcijai filtracija koje se izvode na istom uzorku biljnog materijala kao
Sto je opisano ranije (Senol i dr., 2012; Orhan i dr., 2007, 2012, 2013). Odmereno je 10 g
samlevenog biljnog materijala, preliveno sa po 100 mL dihlormetana (10% w/v) prvog
dana, sa 100 mL etil-acetata (10% wi/v) drugog dana, a zatim sa 100 mL metanola (10%
w/v) treCeg dana. Svaka pojedinacna ekstrakcija je vrSena u trajanju od 24 h u mraku na
sobnoj temperaturi. Materijal za ekstrakciju je izlagan ultrazvuku u ultrazvuénom kupatilu
(30 °C) prvog i poslednjeg sata ekstrakcije.

Nezavisno od procedre, biljni materijal je nakon zavrSene ekstrakcije filtriran

pomocu filter papira (Whatman No. 1), a rastvarac je iz dobijenih filtrata uklonjen pomocu
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rotacionog vakuum uparivaca (Buchi rotavapor R-114). Nakon uparavanja, dobijeni suvi
ekstrakti su Cuvani u frizideru na 4 °C do sledec€ih eksprerimenata. Izmerena je masa suvog

ekstrakta i iznaCunat prinos ekstrakcije na osnovu sledece formule:
[(my-mg)/M] x 100%

gde mg predstavlja masu prazne vijale, m; masu vijae sa ekstraktom, (m;-mg) predstavlja

masu suvog ekstrakta, a M masu suvog biljnog materijala koris¢enog za ekstrakciju.

3.6. HPLC analiza ekstrakata

Analiza fenolnih jedinjenja u ekstraktima izvrSena je teCnom hromatografijom pod
visokim pritiskom (High Perfomance Liquid Chromatography), koriséenjem Agilent 1100
Series HPLC sistema i UV-DAD detektora (UV-Diode Array Detector), po originanoj
proceduri Veit i dr. (1995). Za hromatografsko razdvajanje koris¢ena je Agilent Eclipse
XDB-C18 kolona (5 pm, 150 x 4,6 mm, 80 A). Injektirano je 15 pL ekstrakata
koncentracije 10 mg/mL, a hromatogrami su snimljeni na talasnoj duzini od 350 nm. Kao
mobilna faza za hromatografsko razdvajanje koris€en je sistem rastvaraca: (A) 0,15 %
fosforna kiselina u smesi voda:metanol (77:23, pH=2) i (B) metanol, pri protoku od 1
cm®/min, temperaturi 15 °C i primenom sledeéeg elucionog profila: izokratski 0 - 3,6 min
100 % A; 3,6 - 24 min 80,5 % A; 24 - 30 min izokratski; linearno 30 - 60 min 51,8 % A; 60
- 67,2 min 100 % B.

Fenolne komponente u uzorcima su identifikovane poredenjem njihovih retencionih
vremenai spektara sa retencionim vremenom i spektrom standarda za svaku komponentu, a
kvantifikacija je izvrSena koriS¢enjem kalibracionih krivih standarda. Glikozidi su izraZeni
kao ukupni glikozidi odgovarajucih aglikona. Identifikovane komponente su klasifikovane
po Boltoni dr. (2008) i Neveu i dr. (2010).
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3.7. Odredivanje ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja u ekstraktima

Za odredivanje ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja koriS¢ena je procedura po
Singleton i Rossi (1965). U test epruvete je odmereno po 200 uL ekstrakta koncentracije 1
mg/mL, nakon Cega je dodato po 1 mL 10% rastvora Folin—Ciocalteu reagensa. Nakon 6
minuta, u test epruvetu je dodat 7,5% rastvor rastvora Na;COs3 (800 uL). Slepa proba je
sadrzala destilovanu vodu umesto uzorka. Za konstruisanje kalibracione krive koriséena je
gana kiselina rastvorena u destilovanoj vodi u koncentracijama 0,01 - 0,1 mg/mL. Sva
eksperimentalna merenja su izvrSena u triplikatu. Apsorbanca je oCitavana na 740 nm
nakon inkubacije u trajanju od 120 minuta na sobnoj temperaturi, pomoéu JENWAY
6305UV/Vis spektrofotometra.

Ukupan sadrzaj fenola u ekstraktima je izraCunat iz jednaCine prave kalibracione
krive za galnu kiselinu (y = 7,063x - 0,015, R?2 = 0,999) i izraZzen je u ekvivalentima galne
kiseline po gramu suvog ekstrakta (mg GAE/g). Vrednosti su predstavljene kao srednja
vrednost + standardna devijacija.

3.8. Odredivanje sadrzaja flavonoida u ekstraktima

Za odredivanje ukupnog sadrZaja flavonoida je koris¢ena procedura po Park i dr.
(1997). U test epruvete je odmereno po 0,5 mL uzorka koncentracije 1 mg/mL, zatim
dodato 2,05 mL 80% etanola, 0,05 mL 10% AI(NOgs)z x 9 H,O, i 0,05 mL 1M rastvora
CH3COOK. Slepa proba je sadrzala 96% etanol umesto uzorka. Za konstruisanje
kalibracione krive je koriscen rastvor kvercetina u 96% etanolu u koncentracijama 0,01 -
0,1 mg/mL. Apsorbanca je ocitavana nakon 40 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi na
415 nm pomocéu JENWAY 6305UV/Vis spektrofotometra.

SadrZaj flavonoida u ekstraktima je izraCunat iz jednaCine kalibracione krive za
kvercetin (y = 13,00x - 0,019, Rz = 0,999) i izraZzen u ekvivalentima kvercetina po gramu
suvog ekstrakta (mg QE/g). Sva eksperimentalna merenja su izvrSena u triplikatu, a
rezultati su prezentovani kao srednjavrednost + standardna devijacija.
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3.9. Odredivanje antioksidativne aktivnosti

3.9.1. DPPH test

DPPH test se prati kolorimetrijski, promenom boje DPPH rastvora od tamno
ljubiCaste (DPPH radikal) do Zute (redukovani DPPH) do koje dolazi u prisustvu
antioksidanasa koji deluju kao donori elektrona i prevode DPPH radikal u hidrazin. Ovgj
test izveden je prema proceduri koju je razvio Blois (1958) sa odredenim modifikacijama.

Metanolni rastvor DPPH (40 ug/mL) je pripremljen neposredno pre eksperimenta.
Stok razblazenja suvih ekstrakata pripremljeni su u metanolu u koncentraciji od 10 i 1
mg/mL (w/v). Ostala razblazenja su dobijena u finalnoj zapremini od 2000 pL reakcione
smeSe dobijene meSanjem potrebne zapremine stok razblazenja ekstrakta sa radnim
rastvorom DPPH. Metanol je korisen kao blank, dok je metanol sa rastvorom DPPH
koriscen kao slepa proba. BHA, BHT i askorbinska kiselina su koris¢eni kao pozitivne
kontrole (referentni antioksidansi ili standardi). Slepa proba, uzorci i standardi su
pripremljeni u triplikatu. Nakon inkubacije u trgjanju od 30 minuta u mraku na sobnoj
temperaturi, merena je apsorbanca na 517 nm pomocu spektrofotometra JENWAY
6305UV/Vis.

Inhibicija DPPH radikala u prisustvu testiranog uzorka je izraCunata po sledecoj

formuli i izrazena u procentima (%):
(Ap-Aw)/(Agp) % 100%

gde je Ay apsorbanca slepe probe (bez uzorka) i A, je apsorbanca probe sa uzorkom
razliCite koncentracije. DPPH aktivnost je izrazena preko ICsp vrednost (pug/mL), koja
predstavlja koncentraciju uzorka koja redukuje 50% pocetne koncentracije DPPH radikala,
a izraCunata je na osnovu jednaCine krive apsorpcije koja se dobija kao graficki prikaz
zavisnosti inhibicije (%) od koncentracije ekstrakta (ug/mL).
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3.9.2. ABTStest

ABTS test je kolorimetrijski 1 zasnovan na obezbojavanju ABTS rastvora
uzrokovanog prisustvom antioksidanasa. Antioksidansi deluju kao donori elektrona i
prevode ABTS' katjon (plavozelene boje) u neutralni, molekulski oblik koji je bezbojan.
ABTStest jeizveden prema proceduri Miller i dr. (1993) sa odredenim modifikacijama.

Stok rastvor ABTS'radikala (7 mM) pripremljen je 12-16 sati pre pocetka
eksperimenta rastvaranjem ABTS u 2,46 mM rastvora kalijum-persulfata. Ovaj stok rastvor
neposredno pre eksperimenata je razblaZzen destilovanom vodom da se dobije apsorbanca
radnog rastvora 0,700 = 0,020 na 734 nm. U 50 pL testiranog ekstrakta (1 mg/mL) ili
rastvora standarda BHA i BHT (0,1 mg/mL) dodato je 2000 L radnog rastvora ABTS' i
inkubirano 30 minuta na 30 °C. Destilovana voda je koriscena kao blank, dok je u slepu
probu umesto uzorka dodato 50 pL destilovane vode. Apsorbanca je merena na 734 nm
pomocu JENWAY 6305UV/Vis spektrofotometra.

ABTS aktivnost uzoraka je izraCunata pomocu kalibracione krive askorbinske
kiseline (0 - 2 mg/L) (y = -0,215x + 0,640, Rz = 0,999) i prezentovana kao mg ekvivalenata
askorbinske kiseline po gramu suvog ekstrakta (mg AAE/g). Uzorci i standardi su
pripremljeni u triplikatu i rezultati su predstavlijeni kao srednja vrednost + standardna
devijacija.

3.9.3. FRAP test

FRAP (Ferric-Reducing Ability of Plasma) testom se procenjuje ukupni
antioksidativni kapacitet uzorka na osnovu redukcije kompleksa feri tripiridiltriazin
(Fe(111)-TPTZ) do fero tripiridiltriazin (Fe(11)-TPTZ) u prisustvu uzorka u uslovima niskog
pH. FRAP test je izveden po standardnoj proceduri (Benzie i Strain, 1996) sa neznatnim
modifikacijama.

FRAP reagens je pripremljen neposredno pre eksperimenta tako da sadrzi natrijum
acetatni pufer (300 mmol/L, pH 3,6), 10 mmol/L TPTZ u 40 mmol/L HCI i 20mmol/L
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rastvor FeCl; x 6H,0 u odnosu 10:1:1 (v/v/v) i pre upotrebe je ugregjan do 37 °C. 100 pL
test uzorka (koncentracije 500 pug/ml) je dodato u 3 mL radnog FRAP rastvorai apsorbanca
je merena na 593 nm nakon 4 minuta pomoéu JENWAY 6305UV/Vis spektrofotometra.
Destilovana voda je korisCena kao blank, dok je slepa proba umesto uzorka sadrzala
odgovarajuci rastvarac u kome je uzorak rastvoren. Askorbinska kiselina, BHA i BHT u
koncentraciji 100 pg/mL su koris¢ene kao standardi.

Ista procedura je ponovljena zarastvor FeSO, x 7H,0 (200 - 1600 umol/L) da bi se
konstruisala kalibraciona kriva za Fe(ll). FRAP vrednosti uzoraka su izraCunate pomocu
standardne krive za Fe(ll) (y = 0,872x, R2 = 0,998), izrazene su kao pumol Fe(ll)/g suvog
ekstraktai prezentovane kao srednjavrednost iz tri merenja = standardna devijacija.

3.9.4. 3-karoten/linolna kisalina test

Ovaj test se zasniva na spektrofotometrijskom prac¢enju dekolorizacije rastvora [3-
karotena u prisustvu produkata oksidacije linolne kiseline i izveden je po modifikovanoj

proceduri (Dapkeviciusi dr., 1998).

Emulzija je pripremljena rastvaranjem B-karotena (2 mg), linolne kiseline (50 pL) i
Tween 40 (400 mg) u 2 mL hloroforma, nakon Cega je hloroform uparen pomocu
rotacionog vakuum uparivaca na 40 °C, asuvi ostatak rastvoren pomocu 20 ml destilovane
vode. Ekstrakti i standardi BHA, BHT i askorbinska kiselina su rastvoreni u koncentraciji
od 0,5 mg/mL (w/v). 150 pyL emulzije i 21 pL uzorka (ekstrakata/standarda) je dodato u

mikrotitracione ploCe sa 96 bunarci¢a, dok je kontrola sadrZzala 96% etanol umesto uzorka.

Apsorbance su merene neposredno nakon dodavanja uzorka i reagensa (t=0 min) na
490 nm koris¢enjem TecanSunrise SN i XFluor4 softvera i nakon 2 h inkubacije (t=120
min). Antioksidativna aktivnost uzoraka je odredena pracenjem inhibicije dekolorizacije

rastvora 3-karotenai procenat inhibicije je izraCunat koris¢enjem sledece jednacine:

% inhibicije = [(A120-C120)/(Co-Ci20)] x 100

72



Materijal i metode

gde su A1 i Cizo apsorbance merene u t=120 minuta za uzorke, odnosno kontrolu, dok je
Co apsorbanca kontrole u t=0 minuta. Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost iz tri

ponavljanja  standardna devijacija.

3.10. Odredivanje antimikrobne aktivnosti

3.10.1. Odredivanje antibakterijske aktivnosti

U cilju odredivanja antibakterijske aktivnosti etarskog ulja i ekstrakata Zalfija

koriScene su sledece bakterijske kulture:

» pet Gram-pozitivnih bakterija: Saphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus
cereus (ATCC 10876), Micrococcus flavus (ATCC 14452), Sarcina lutea (ATCC
10054) i Listeria monocytogenes (ATCC 15313).

» Sest Gram-negativnih bakterija: Esherishia coli (ATCC 25922), Salmonella
typhimurium (ATCC 14028), Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Pseudomonas
tolaasii (NCTC 387), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Proteus mirabilis
(ATCC 14273).

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) etarskog ulja i ekstrakta je odredena
modifikovanom mikrodilucionom metodom (Daouk i dr., 1995; Hanel i Raether, 1988).
Serijska razblazenja stok rastvora uzoraka u Muller—Hinton medijumu su pripremljena u
mikrotitracionim plogama sa 96 bunargiéa. Suspenzija bakterija je pode$ena na 1,0x10°
CFU/mL pomocCu sterilnog fizioloSkog rastvora. Referentni antibiotik streptomicin (1
mg/mL DMSO) je korisCen kao pozivitivna kontrola osetljivosti testiranih bakterija.
Mikrotitracione ploCe su inkubirane na 37 °C tokom 48 h. Najniza koncentracija uzorka
kojainhibirarast bakterija je definisana kao minimalnainhibitorna koncentracija (MIC).
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3.10.2. Odredivanje antifungalne aktivnosti

U cilju odredivanja antifungalne aktivnosti etraskih ulja i ekstrakata testiranih vrsta

koriScene su sledece vrste patogenih mikromiceta (humanih izolata):

» tri vrste roda Candida: C. krusei (Castell.) Berkhout (BEOFB 821m), C. albicans
(C.P. Robin) Berkhout (BEOFB 811m), C. parapsilosis (Ashford) Langeron &
Talice) (BEOFB 831m),

» tri vrste roda Aspergillus: A. glaucus (L.) Link (BEOFB 301m), A. fumigatus
Fresen. (BEOFB 232m), A. flavus Link. (BEOFB 221m),

» jedna vrsta roda Trichophyton: T. mentagrophytes (C.P. Robin) Sabour. (BEOFB
1320m).

Kulture mikromiceta su Cuvane na Saburo-dekstroznom agaru (SDA) na 4 °C u
Mikoteci Katedre za algologiju, mikologiju i lihenologiju Bioloskog fakulteta, Univerziteta
u Beogradu (BEOFB).

Antifungalna aktivnost uzoraka je testirana pomocu mikrodilucione metode
koriScenjem mikrotitracionih ploCa sa 96 bunarCica (Sarker i dr., 2007). Suspenzija
mikromiceta je pripremljena spiranjem povrSine SDA sterilnim fizioloskim rastvorom
(0,9%) sa 0,1% Tween 20 (v/v). Zamucenost je odredena spektrofotometrijski na 530 nm i
broj jedinica je podesen na 10° CFU/mL (NCCLS, 1998). Stok rastvori su pripremljeni
rastvaranjem uzoraka u 5% DMSO. U mikrotitracionim ploCama su pripremljena dvostruka
razblaZzenja stok rastvora uzoraka (64 - 0,25 mg/mL za ekstrakte i 4 - 0,125 mg/mL za
etarsko ulje) u Sabouraud te€cnom medijumu, nakon Cega je dodata suspenzija mikromiceta.
Negativna kontrola je sadrzala sve komponente sem ekstrakta, dok je kao pozitivna
kontrola uveden komercijalni antimikotik ketokonazol umesto ekstrakta. Nakon isteka
prvih 24 h oksido-redukcioni indikator resazurin je dodat u sve bunarCi¢e. Mikrotitracione
ploCe su inkubirane jo$ 48 h na 37 °C, nakon Cega su rezultati oCitani pomocu binokularne

lupe.

Najniza koncentracija uzorka koja inhibira rast mikromiceta definisana je kao

minimalana inhibitorna koncentracija (MIC). NajniZza koncentracija uzorka koja inhibira
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rast mikromiceta nakon reinokulacije na SDA je definisana kao minimalna fungicidna
koncentracija (MFC).

3.11. Odredivanje citotoksicne aktivnosti

Za testiranje citotoksi¢ne aktivnosti uzoraka koris¢ene su dve Celijske linije
humanog kolorektalnog karcinoma (HCT-116 i SW480) i Celijska linija humane mijeloidne
leukemije (K562). Koris¢ena su dva eksperimentalna dizajna bazirana na primeni MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliumbromid) boje. Ovim kolorimetrijskim testom
se detektuje konverzija zute tetrazolijum soli u ljubiCasto obojeni formazan koja je

katalizovana Celijskim enzimima i njen stepen predstavlja meru vijabilnosti Celija.

Eksperimentalni dizajn I: MTT test je izveden prema Mosmann (1985). Celijske
linije humanog kolorektalnog karcinoma (HCT-116 i SwW480), dobijene od ATCC
(American Type Culture Collection), su cuvane u DMEM dopunjenom sa 10% FBS-a (fetal
bovine serum), 100 pg/mL penicilina i 100 pg/mL of streptomicina. Celije su kultivisane u
vlaznoj atmosferi sa 5% CO, na 37 °C. Uzgajane su u bogicama za kulture od 75 cm? sa 15
mL DMEM, odakle su nakon nekoliko pasaziranja zasejane u mikrotitracione ploce sa 96
bunarg&i¢a (10* éelija po bunaréiéu). Nakon inkubacije od 24 h, medijum je zamenjen sa 100
uL medijuma sa razliCitim koncentracijama uzorka (1 - 500 pg/mL). Netretirane Celije su
koriS¢ene kao kontrola. Rastvor MTT boje (finalna koncentracija 5 mg/mL u PBS) je dodat
u svaki bunarCic¢, nakon Cega su ploCe inkubirane 2 - 4 h na 37 °C u 5% CO,. Obojeni
kristali formazana su rastvoreni sa 150 yL DMSO. Apsorbanca je merena na 570 nm na
CitaCu mikrotitracionih plofa (ELISA 2100 C) nakon 24 i 72 h. Proliferacija Celija je
izraCunata kao odnos apsorbance tretirane grupe podeljen sa apsorbancom kontrolne grupe

pomnoZen sa 100 da bi se dobio procenat proliferacije.

Eksperimentalni dizajn II: MTT test je izveden prema Drakuli¢ i dr. (2012)
koris¢enjem Celijske linije K562 (imortalizovana linija hroni¢ne mijeloidne leukemije -
CML, tip eritroleukemije), koja je izvedena iz CML pacijenata u blasnoj krizi. K562 ¢elije

su Cuvane u esencijalnom minimalnom medijumu (MEM) dopunjenom sa 10% FCS-a.
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K562 Celije u MEM su tretirane u mikrotitracionim ploCama razblaZenjima testiranih
ekstrakata (finalna razblazenja 50 - 400 pg/mL). Mikrotitracione ploCe su inkubirane 48 h
na 37°C. Nakon dodavanjarastvoraMTT boje (0,5 mg/mL), ploCe su dodatno inkubirane 3
h (37 °C), nakon Cega je kiseli izopropanol dodat da bi rastvorio tetrazolijum so.

Apsorbanca je merenana 620 nm.

3.12. Odredivanje antineurodegenerativne aktivnosti

3.12.1. Test inhibicije acetilholinesteraze (AChE)

Aktivnost uzoraka u inhibiciji acetilholinesteraze je merena spektrofotometrijski na
osnovu procedure Ellman i dr. (1961), koriSéenjem mikrotitracione ploCe sa 96 bunarcica
kako je opisano ranije (Orhan i dr.,, 2007, 2013; Senol i dr.,, 2010) sa pojedinim
modifikacijama. Hidroliza acetilholin-jodida je pracena formiranjem Zute boje 5-tio-2-
nitrobenzoatnog anjona koji nastaje kao produkt reakcije DTNB satioholinima u prisustvu
AChE (Orhani dr., 2013).

Reakciona smesa (S) je pripremljena dodavanjem 140 pL natrijum-fosfatnog pufera
(0,1 M, pH 7), 20 yL DTNB, 20 uL of rastvora uzorka u puferu koji sadrzi 5% DMSO
(koncentracije 25, 50 i 100 pg/mL) i 20 pL rastvora AChE (5 u/mL) u Tris-HCI puferu (20
mM, pH 7,5). SmeSa bez uzorka je koris¢ena kao kontrola (C), a galantamin, komercijalni

antiholinesterazni lek alkaloidnog tipa, je uveden kao pozitivna kontrola.

Nakon inkubacije (15 min, 25 °C), reakcija je inicirana dodavanjem 10 pL
acetilholin-jodida i apsorbanca je oCitana pomocu cCitaCa mikrotitracionih ploCa Tecan
Sunrise SN opremljenim XFluor4 softverom na talasnoj duzini od 412 nm. Procenat

inhibicije AChE je izraCunat na osnovu formule:
[C-S)/C] x 100%,

gde je C - apsorbanca kontrole (ne sadrzZi uzorak) i S - apsorbanca tretmana (sa uzorkom).
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3.12.2. Test inhibicije tirozinaze

Aktivnost tirozinaze se prati modifikovanom dopahrom metodom, Kkoristeéi L-
DOPA kao supstrat (Masuda i dr., 2005; Orhan i dr., 2012). U ovom radu, aktivnost
uzoraka u inhibiciji tirozinaze je merena spektrofotometrijski u mikrotitracionim plo¢ama

sa 96 bunar€ica na osnovu procedure Masudai dr. (2005) sa nekim modifikacijama.

Uzorci i kojicna kiselina su rastvoreni u natrijum-fosfatnom puferu (0,1 M, pH 7,0)
koji sadrzi 5% DMSO, odnosno u natrijum-fosfatnom puferu (0,1 M, pH 7,0) u
koncentracijama 25, 50 i 100 pyg/mL. BunarCici mikrotitracionih ploca su dizajnirani kao A:
120 pL natrijum-fosfatnog pufera i 40 pL rastvora tirozinaze u istom puferu (46 units/L), B:
160 pL pufera, C: 80 pL pufera, 40 pL rastvora tirozinaze (46 units/L) i 40 pyL uzorka, D:
120 pL puferai 40 pL uzorka.

Nakon dodavanja 40 pL rastvora L-DOPA u puferu i inkubacije (30 min, 25 °C),
apsorbanca je izmerena pomocu CitaGa mikrotitracionih plo¢a Tecan Sunrise SN
opremljenim XFluor4 softverom na talasnoj duzini od 475 nm. Procenat inhibicije

tirozinaze je izraCunat na osnovu formule:

[(A-B)-(C-D)/(A-B)] x 100%.

3.13. Statisticka analiza

Sva eksperimentalna merenja su izvedena u triplikatu i prezentovana kao srednja
vrednost iz tri merenja + standardna devijacija. Pirsonovi koeficijenti korelacije (r)
(Pearson’s correlation coeficients) su izraCunati izmedu ukupnog i individualnog sadrzaja
fenolnih komponenti sa jedne i rezultata antioksidativnih testova sa druge strane, a zatim
interpretirani prema Taylor (1990). Sva izraCunavanja i konstruisanje grafika u ovom radu

su izvedena pomoc¢u Microsoft Office Excell (2007).
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

4.1. MikromorfoloSke, anatomske i citoloske karakteristike proucavanih vrsta

Morfoloske karakteristike biljnih organa posmatranin vrsta su analizirane
binokularnom lupom i skenirajuéim elektronskim mikroskopom. Na biljnim organima
analiziranih vrsta su uoCene trihome, opisana je njihova struktura i distribucija, a zatim su

njihove citoloSke karakteristike proucene pomocu transmisionog elektronskog mikroskopa.

4.1.1. Mikromorfoloske, anatomske i citoloSke karakteristike Salvia amplexicaulis

Listovi S. amplexicaulis su prosti, u gornjem delu stabla sedeci, srcastom osnovom
obavijgu stablo. Vrh liske je tupo zasSiljen, a obod tupo i plitko nazubljen. Na licu su
svetlozeleni, grubo naborani i naizgled goli. Glavni nerv je dobro uocljiv (Slika 16). Na
abaksijalnoj strani lamine su prisutne dugacCke, beliCaste, viSecelijske neglandularne
trihome i peltatne trihome Zuckaste boje (Slika 17-18).

Epidermis je izgraden od tesno spojenih ovalnih do pravougaonihh cCelija, sa
uo€ljivom kutikulom. Celije epidermisa na licu lista su znatno krupnije u odnosu na
epidermis naliCja. Stome su prisutne na obe strane lista u nivou epidermisa, ali su znatno
brojnije na naliCju lista i paracitnog su tipa. Fotosinteticko tkivo je predstavljeno sal - 2
doja palisadnog i 2 - 3 sloja sunderastog tkiva. Glavni nerv je ispunjen viSeslojnim
parenhimskim tkivom u kome su uronjeni Krupni, zatvoreni kolateralni provodni snopici
(Slike 19-21, 27-28, 31-32). Na abaksijalnoj strani se oko provodnih snopi¢a nalazi
kolenhimska sara, dok su u nivou glavhom nerva ka licu lista uocljiva i malobrojna
sklerenhimska viakna (Slika 19).

Na listovima S. amplexicaulis su uocene neglandularne (mehanicke) i glandularne
trihome (Zlezdane dlacice). Neglandularne trihome su jednocelijske (Cesto trouglaste) (Slike
21-24), dvocelijske (rogolike) (Slike 19, 21), troCelijske (Slika 25) ili viseCelijske (dugacke,
izuvijane, varijabilne duzine) (Slike 22-23). Neglandularne trihome Cesto na povrsini nose
papilozna zadebljanja.
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Slike 16-24. List S amplexicaulis:

16. Izgled lica lista; 17-18. Nalicje lista (binokularna lupa): 20 x. (17.), 60 x (18.); 19-21.
Poprecni presek lista (SM) sa uocljivim neglandularnim trihomama na licu i nalicju lista;
22-24. SEM mikrografije koje prikazuju nalicje lista sa mnostvom neglandularnih trihoma i

kapitatnom trihomom tipal (1).
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Slike 25-33. Trihome nalistovima S. amplexicaulis:

25. Neglandularna trihoma (SM); 26-27. Peltatne trihome: 26. 1zgled pod binokularnom
lupom u sekretornoj fazi (270 x) (1); 27. Poprecni presek lista sa peltatnom trihomom na
naliCju u postsekretornoj fazi (1) (SM); 28-33. Kapitatne trihome tipa I: 28-29. Poprecni
presek lista sa kapitathom trihomom tipa | (podtip I) na nali¢ju lista (1) (SM); 30. Kapitatna
trihoma podtipa | na epidermisu nali¢ja lista (SEM); 31-32. PoprecCni presek lista sa
kapitatnim trihomama podtipa | na nalicju lista (31) i licu lista (32) (1) i podtipa Ill (1) na
nalicju lista (32); 33. Kapitatna trihoma podtipa Il na nali¢ju lista (SM).
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Glandularne trihome su predstavljene peltatnim i kapitatnim trihomama. Kapitatne
trihome su prisutne sa obe strane lamine, dok su peltatne bile prisutne samo na abaksijalnoj

Strani.

Peltatne trihome smede-Zuckaste boje se uoCavaju binokularnom lupom na nali¢ju
lista (Slika 18, 26), kao i na preseku lista (Slika 27).

UocCen je tip | kapitatnih trihoma (,,niske* kapitatne trihome) sa tri razliCita
morfoloSka podtipa. Podtip | je graden od ovalne jednocelijske glavice, Siroke i niske Celije
drske (koja mozZe biti u potpunosti odsutna) i bazalne Celije (Slika 24, 28-32). Podtip 1l se
sastoji iz jednocelijske glavice, kratke i Siroke vratne Celije, kratke drSke i bazalne celije
(Slika 33). Podtip 111 poseduje ovalnu jednocelijsku glavicu i izduzenu Celiju drSke koja se
proSiruje iduci ka bazalnoj Celiji (Slika 32). Na stablu je uoCljiv samo podtip 111 kapitatnih
trihoma (Slika 38).

Stablo S amplexicaulis je zelene boje (Slika 16) i gusto pokriveno belicastim
trihomama (Slika 16, 34-35). Krupnija stabla su Cetvorougaona na poprecnom preseku
(Slika 34), dok su grane uglavnom okrugle. Na povrsini stabla je jednoslojni epidermis sa
kutikulom i brojnim belim, mehanickim trihomama varijabilne duZine (Slike 34-35).
Korteks je graden od 5-8 dojeva parenhimskih celija i nekoliko slojeva kolenhima
distribuiranog samo na uglovima stabla.

Prstenovi floema i ksilema su dobro razvijeni, dok je kambijalna zona slabo
uocljiva. Iznad floema su smeStena ostrvca sklerenhimskih viakana (Slika 37). Ksilemski
elementi predstavljeni su brojnim, krupnim trahgjama i znatno sitnijim traheidima (Slike
36-37). UoCena su dva tipa srznih zraka: jednoslojni i viSeslojni (do 12 slojeva celija
izduzenih u radijalnom pravcu) koji se protezu od korteksa do srzi. U samom centru stabla
je reksigena Supljina sa ostacima raskinutog parenhima centralnog cilindra (srz) (Slika 37).
Stabla nose samo podtip 111 kapitatnih trihoma (Slika 38).
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Slike 34-38. Stablo S amplexicaulis:

34-36. lzgled poprecno presecenog stabla (SEM); 37. Poprecni presek stabla (SM); 38.
Periferni deo poprecnog preseka stabla sa kapitatnom trihomom podtipa lll (SM) (7).
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Casica je dvousnata, deljena na zupce koji su u gornjem delu crvenkasto obojeni i sa
jasno izrazenom nervaturom (Slika 39). Obrasla je beli¢astim trihomama (Slike 39-40), a
uocljive su i Zuckasto obojene peltatne trihome (Slika 40-41), krupnije od onih nalistovima
(Slika41).

Slike 39-41. Casica S. amplexicaulis (binokularna lupa):

39. Izgled Casice (10 x), 40. Izgled CaSice (70 x); 41. Peltatna trihoma na casici (130 x) (1).

OraSice S amplexicaulis (N=10) su dugacke 1,97 £ 0,07 mm i Siroke 1,05 + 0,09
mm, sa srednjim odnosom duZina/Sirina 1,88. OraSice su smede boje, prolatno-sfericne
(Slike 42-43). Ventralna strana orasSice je manje-vise ravna, sa jasno uocCljivim ventralnim

Savom (Slike 42-43), a dorzalna blago ispupcCena (Slika 45).

Vrdni deo oraSice je zaobljen, dok je bazalni deo suzen, sa trouglastim stopalnim
oziljkom postavljenim ka ventralnoj strani oraSice (Slike 42-46). PovrSina oraSica je
hrapava (Slike 43-45), sa jasno uoCljivim brdolikim uzviSenjima (retikularna

ornamentacija) (Slike 46-47).

OrasSice su produkovale Zuckastu, transparentnu sluz bez fibrila 15 minuta nakon

kvaSenja, a debljina sluznog sloja je bila veca od 0,5 mm (Slika 48).
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Slike 42-47. OraSice S amplexicaulis:

42-43. (binokularna lupa): 42. (25 x), 43. (50 x), 44. (100 x); 45-47. (SEM mikrografije):
45. lzgled oraSice; 46. lzgled bazalnog dela oraSice i stopalnog oZiljka; 47. PovrsSinska

ornamentacija orasice.

Slika 48. Miksokarpija oraSice S. amplexicaulis.
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4.1.2. Mikromorfoloske, anatomske i citoloske karakteristike Salvia jurisicii

Listovi S jurisicii su intenzivno zelene boje i perasto deljeni na nekoliko uzanih
linearnih segmenata (Slika 49). Glavni nerv je veoma dobro izrazen (Slika 50). Mehanicke
trihome su prisutne sa obe strane lamine (Slike 50-53) i na lisnoj drsci (Slike 56-57).
Neglandularne trihome su morfoloSki veoma raznovrsne, jednocelijske su trouglaste i
papilozne (Slike 50-51, 59-60), dok su visecéelijske gradene najceSce od 4 - 6 Celija Cija se

Sirina smanjuje iduci od baze ka vrhu trihome (Slika 52-53).

Celije epidermisa lica su visestruko krupnije u odnosu na epidermis nali¢ja.
Epidermis lica je bez stoma i prekriven debelim slojem glatke kutikule. Stome su
paracitnog tipa i uocene su samo na nalicju lista (Slika 60). Palisadno tkivo gradi 1 - 2 sloja
krupnih i tesno zbijenih Celija. Sunderasto tkivo (3 - 4 sloja) sadrzi krupne intercelulare
(Slike 62-68). U glavnom nervu je prisutan jedan zatvoreni kolateralni provodni snopic
okruzen parenhimskom sarom od 3 - 5 slojeva krupnih ¢elija, u kojoj su javljaju ostrvca od
sklerenhimskih vlakana ka adaksijalnoj strani (Slika 64-66), dok kolenhim na prikazanim
presecima nije uocen. Na listovima su bile prisutne peltatne, kapitatne i digitiformne

trihome.

Peltatne trihome zZuckasto-smede boje su bile uocljive na lisnoj drsci (Slike 57-58).
Sastojale su se od bazalne Celije u epidermisu, kratke celije drSke i sekretorne glavice
sastavljeneiz 8 celija rasporedenih u jednom krugu (Slike 50-51, 54-55, 67-69).

Kapitatne trihome su svrstane u tip | (,,niske” kapitatne trihome), sa okruglom
jednocelijskom glavicom, kratkom jednocelijskom drSkom (bez vratne Celije) i bazalnom
¢elijom (Slike 50-51, 54, 71). Celija glavice je bila veoma kutinizirana (Slika 71).

Digitiformne trihome su se sastojale od niske i izduZene bazalne Celije u
epidermisu, dve éelije drske i jedne apikalne éelije (Slike 68, 70). Celije drske i apikalna
Celija su bile priblizno iste Sirine, bez jasnog prelaza medu njima (Slike 70, 72-73). Ove
Celije imaju debele Celijske zidove, izuzev onog izmedu apikalne Celije i najvise Celije drske
(Slike 72-73). Apikalna delija je zaobljena (Slike 72-73), sa dabo razvijenim
subkutikularnim prostorom (Slika 74). Celije dr3ke i bazalna Celija u presektretornoj fazi

poseduju veoma gustu citolazmu i malobrojne, relativno sitne vakuole (Slika 73-74).
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Slike 49-61. Listovi S jurisicii:

49. Izgled listova; 50-55. Poprecni preseci lista in vivo; 50-51. Listovi nose peltatne (1) i
kapitatne trihome tipa | (1); 52-53. Neglandularne trihome na listovima; 54-55. Peltatne
trihome na naliju lista; 56-58. Izgled lisne drSke (binokularna lupa) sa neglandularnim i
peltatnim trihomama (1): 56. (30 x), 57. (70 x), 58. (270 x); 59-61. SEM mikrografije
nalicja listova na kojima se uocavaju neglandularne (59-60) i kapitane trihome tipa | (60-
61) (1).
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Slike 62-71. Strukturalistovai trihome nalistovimaS jurisicii:

62-66. Poprecni preseci listova (SM); 67-69. Peltaine trihome na listovima (SM): 67.
Peltatna trihoma na licu lista u postsekretornoj fazi, 68. Peltatna i digitiformna trihoma na
nalicju lista, 69. Peltatna trihoma ma nalicju lista; 70. Digitiformna trihoma; 71. Kapitatna
trihomatipal.
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Slike 72-74. TEM mikrografija koja prikazuje izgled i gradu digitiformnih trihoma na

listovima S jurisicii.

Stablo S. jurisicii je tipicno Cetvorostrano i na popreCnom preseku Cetvorougaono,
obraslo dugackim belim trihomama (Slike 75-76, 78). Na povrsini stabla je jednoslojni
epidermis sa kutikulom (Slike 79-83). Korteks je graden od 2 - 3 subepidermalno
postavljena sloja kolenhima (5 - 10 slojeva na uglovima stabla) i 3 - 4 sloja parenhima
primarne kore. Iznad floema se uoCavaju ostrvca sklerenhimskih Celija. Ksilem je dobro
razvijen, graden od krupnih traheja i sitnijih traheida, ispresecan jednoslojnim srznim

zracima koji se protezu od kambijalne zone do srzi (Slike 79-81).

Kambijum je uglavnom slabo uocljiv, i samo na nekim mestima vidljiv kao 2 - 3
sloja Celija naslaganih u radijalnom pravcu (Slika 82). Sem viSecelijskih neglandularnih
trihoma, na stablu su uocljive peltatne (Slika 80) i kapitatne trihome tipa I (Slika 81).

Casica S jurisicii je dvousnata i deljena na zupce, sa jasno uo¢ljivim nervima (Slika
84). Na povrsini nosi brojne dugacke, beliCaste neglandularne trihome i peltatne trihome
Zuckaste boje uglavnom rasporedene izmedu nerava (Slike 84-85).
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Slike 75-83. Stablo S jurisicii:

75-77. SEM mikrografije stabla: 75. Spoljasnji izgled stabla, 76. lzgled poprecno
preseCenog stabla, 77. Detalj poprecno preseCenog stabla; 78-83. PopreCni preseci stabla
(SM), gde se uoCavaju peltatne (80) (1) i kapitatne trihometipal (81) (1).
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Slike 84-85. Casica S jurisicii (binokularnalupa): 84. (15 x) i 85. (30 x).

OrasSice S jurisicii su smede, pri vrhu Siroko zaobljene i tupo suzene ka bazi.
TrbuSna strana je blago ispupCena, a trbusni Sav slabije uocljiv (Slike 86-87). DuZina
orasSica (N=10) je 2,34 + 0,15 cm, a Sirina 1,61 + 0,15 cm. Odnos duZina/Sirina je 1,45, a
oblik je sferican do eliptiCan. Stopalni oziljak je manje-viSe okrugao, pomeren ka ventralnoj
strani (Slike 87-90).

PovrSina oraSica ornamentisana finim talasastim naborima - retikularna
ornamentacija koja postgje izraZzajnija u pravcu bazalnog ozZiljka (Slike 90-91). Kod ove
vrste je bila prisutna miksokarpija; 15 minuta nakon kvaSenja oraSice su produkovale

Zuckastu, transparentnu sluz bez fibrila Cija je debljina bila veca od 0,5 mm (Slika 92).
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Slike 86-91. OraSice S. jurisicii:

86-88. (binokularna lupa): 86. (25 x), 87. (50 x), 88. (100 x); 89-91. SEM mikrografije
oraSice: 89. lzgled oraSice, 90. lzgled bazalnog dela i stopalnog oziljka oraSice, 91.
Povrsinska ornamentacija orasice.

Slika 92. Miksokarpija oraSice S. jurisicii.
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4.1.3. MikromorfoloSke, anatomske i citoloSke karakteristike Salvia ringens

Listovi S ringens su krupni, nepravilno duboko perasto deljeni na veliki terminalni
rezanj i nekoliko pari bocnih sitnijih reznjeva (Slika 93). Lamina je obrasla gustim,
beli¢astim mehanickim trihomama sa obe strane, a posebno na nali€ju (Slike 94-95, 97-98).
Nervatura lista je perasta i veoma jasno izrazena sa abaksijalne strane (Slika 98). Lisna

drSka ne nosi trihome (Slika 96).

Celije epidermisa sa adaksijalne strane su pravougaonog oblika, tesno medusobno
spojene i pokrivene debelom kutikulom. Stome su paracitne i prisutne samo na naliCju lista.
Epidermske Celije abaksijalne strane su sitnije, loptaste, sa razvijenim slojem kutikule,
posebno u nivou glavnog nerva (Slike 103-105). Palisadno tkivo je predstavlijeno sa4 - 5
slojeva izduZenih celija bogatih hloroplastima, Cija se veli¢ina smanjuje iduci ka nalicju.
Sunderasto tkivo je rastresito i predstavljeno sa 1 - 2 sloja loptastih Celija smeStenih uz
epidermis naliCja (Slike 103-106). Glavni nerv je obavijen visesojnom sarom gradenom od
parenhimskih, malobrojnih kolenhimskih elementata ka abaksijalnoj i nekoliko
sklerenhimskih celija smastenih u useku na adaksijalnoj strani lamine (Slike 104-106).
Provodni snopi¢i su kolateralni i zatvoreni, sa dobro razvijenim provodnim elementima
(Slika 105). Na listovima su uocljive raznovrsne neglandularne trihome: jednocelijske
(trouglaste) (Slike 103, 106), dvocelijske (sa proSirenom donjom i zaSiljenom vrSnom
¢elijom) (Slike 103, 106-107) i dugacke visecelijske (Slike 99-102). Od Zlezdanih trihoma
su prisutne peltatne (Slike 126-128) i kapitatne trihome tipa | na nalicju lista (Slike 102,
106, 129-131).

Stablo S ringens je okruglo i kruznog oblika na poprecnom preseku (Slika 108) i na
povrSini glatko, bez trihoma (Slika 109). Na povrsini je jednoslojni epidermis sa
razvijenom kutikulom, graden od cCelija pravougaonog ili kruznog oblika na popreCnom
preseku. Subepidermalno, korteks zapocCinje sa 10-ak slojeva uglastog kolenhima na koje se
nadovezuje do 5 slojeva parenhimskog tkiva. Prstenovi uzeg floema i Sireg ksilema su
kontinuirani, a kambijum izmedu njih je slabo uocljiv. Iznad floema su razvijeni malobrojni
sklerenhimski elementi. Ksilem je predstavljen mnogobrojnim uskim, debelozidnim

traheidima i manje brojnim trahejama Sirokog lumena (Slike 110-113). Parenhim je u
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centralnom delu stabla raskinut i gradi centralnu reksigenu Supljinu, odnosno srz (Slika
108, 110-111).

Slike 93-102. Listovi S. ringens:

93. Izgled lista; 94-98. (binolularna lupa): 94-95. Lice lista: 94. (20 x), 95. (50 x); 96. Lisna
drdka (120 x); 97-98. Nalicje lista: 97. (20 x), 98. (50 x); 99-102. SEM mikrografije nali¢ja

lista sa mnogobrojnim neglandularnim i kapitatnim trihomamatipal (1).
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103

Slike 103-107. Strukturalistova S. ringens:

103-106. Poprecni preseci listova (SM) koji pokazuju strukturu i prisustvo razlicitih
neglandularnih (Slike 103-104, 106-107) i tipa | kapitatnih trihoma (Slika 106) (1).
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X50

Slike 108-113. Stablo S ringens:

108-109. SEM mikrografije poprecno presecenog stabla (108) i povrSine stabla (109); 110-
113. Poprecni preseci stabla (SM).
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Casica S ringens je dvousnata, sa zelenkastom donjom i crvenkastom gornjom
usnom (Slike 114-117). Nervi su jasno izrazeni i obrasli beli¢astim mehaniCkim trihomama
(Slike 117-118). CaSica nosi i peltatne trihome Zuckaste boje (Slika 119). Krunica je
dvousnata, plavoljubiCasta (Slike 114-116). PraSnika je dva i epipetalni su, a tucak sa
dvoreznjevitim zigom viri iz krunice. U bazi ovarijuma uocljive su floralne nektarije (Slika
116). Na povrsini CaSice, krunice i cvetne drSke uoCavaju se mnogobrojne mehanicke i
Zlezdane trihome. Zlezdane trihome su predstavljene peltatnim i razli¢itim morfoloskim
tipovima kapitatnih trihoma (Slike 120-125).

Slike 114-119. Cvet S ringens:

114-115. Izgled intaktnog cveta i 116. izgled otvorenog cveta; 117-119. lzgled CaSice
(binokularna lupa): 117. (7,5 x), 118. (20 x), 119. (100 x) gde se zapaZaju peltatne trihome

(1)
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Slike 120-125. SEM mikrografije cvetnih delova S ringens:

120-122. SEM mikrografija CaSice gde se uoCavaju kapitatne trihome tipa Il (podtip 1)
(120), peltatne trihome (121) i neglandularne trihome (122); 123-124. SEM mikrografija
krunicnih listi¢a, sa podtipom Il (123) i podtipom 1V (124) kapitatnih trihomatipa ll; 125.

SEM mikrografija cvetne drSke sa podtipom I tipa 11 kapitatnim trihoma.
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Glandularne trihome nalistovimai cvetovima S ringens su predstavljene peltatnim,
kapitatnim i digitiformnim trihomama.

Peltatne trihome S ringens su bile prisutne na nali¢ju listova (Slike 126-128) i na
Casicnim listicima (Slike 119, 121). Sastojale su se iz bazalne cCelije, kratke drske i
sekretorne glavice sastavljene od 12 sekretornih Celija, sa 8 Celija u spoljaSnjem i 4 u
unutrasSnjem krugu (Slika 128).

Kapitatne trihome su bile raznovrsnije, pa su medu njima identifikovana tri

osnovna morfoloSka tipa sa nekoliko podtipova.

Tip | (,,niske” kapitatne trihome) je bio prisutan na listovima i sastojao se iz bazalne
¢elije u epidermisu, veoma kratke i Siroke Celije drSke i jednocelijske sekretorne glavice sa
veoma kutiniziranim celijskim zidom (Slike 102, 106, 129-130, 136-138).

Tip Il (,,visoke* kapitatne trihome) je bio prisutan na listovima i ¢asici i sastojao se
iz bazalne Celije, 1 - 3 Celije drSke i jednodelijske glavice, izmedu kojih je kod nekih
trihoma umetnuta vratna celija (Slike 120, 123-125, 131-135, 139). Glavica je dabije

kutinizirana u odnosu na tip I. U okviru ovog tipa je izvdojeno pet morfoloskih podtipova:

Podtip | je naden na listovima i CaSici. Drska je Siroka i proSirena u bazalnom delu.
Bazalna Celija se razlikuje od ostalih ¢elija epidermisa. Izmedu drske i glavice je umetnuta
kratka vratna Céelija. U postsekretornoj fazi dolazi do ugibanja kutikule u gornjem delu
glavice i do stvaranja peharastog udubljenja (Slike 125, 131, 139). Podtip Il je naden na
cvetnoj drsci. Dr8ka ovih trihoma je valjkasta, a pukotine u kutikuli nastaju sa donje strane
glavice. Nema jasnog prelaza izmedu drSke i glavice; kutikula se ugiba u donjem delu
glavice (Slika 132). Podtip I11 je pronaden na cvetnoj drsci, ¢asici i krunici. Drska trihome
je valjkasta i gradena od tri ¢elije. Do ugibanja kutikule dolazi na bo¢nom delu glavice. Ne
postoji jasan prelaz izmedu drske i glavice (Slika 120, 123, 133). Podtip IV je naden na
krunici. Dr8ka je masivna i trostrana, proSirena u donjem i suZzena u gornjem delu, sa
izrazenim prelazom ka glavici (Slika 124, 134). Podtip V je takode naden na krunici. DrSka
je pljosnata, Siroka i prili€no tanjom vratnom éelijom povezana sa glavicom. Kutikula se

ugiba na bo¢nom delu glavice (Slika 135).
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Digitoformne trihome su pronadene samo na nali¢ju lista. Sastoje se iz apikalne
Celije i 1 - 2 Celija drSke. Apikalna Celija je zaobljena i sline Sirine kao i Celije drske.
Apikana celija ima debele zidove koji su slabo kutinizirani, a subkutikularni prostor nije
razvijen (Slike 140-144).
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Slike 126-135. Trihome S ringens:

126-128. SEM mikrografije pokazuju prisustvo peltatnih trihoma na nali¢ju listova (1);
129-130. SEM mikrografije tipa | kapitatnih trihoma na nali¢ju lista; 131-133. SEM
mikrografije koje pokazuju kapitatne trihome tipa Il na cvetnoj drsci: podtip | (131), podtip
Il (132), podtip 11 (133); 134-135. SEM mikrografije krunice sa podtipom 1V (134) i
podtipom V (135).
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Slike 136-144. Trihome S ringens:

136-138. Poprecni preseci lista sa kapitatnim trihomama tipa | na nali¢ju lista; 139.
Poprecni presek kapitatne trihome tipa Il (podtip I) na nali¢ju lista; 140-144. TEM
mikrografije digitiformnih trihoma.

Floralne nektarije S ringens su u obliku prstena koji je smeSten u bazi
Cetvororeznjevitog ovarijuma (Slike 145-146). Celije epidermisa nektarija su poligonalne,
tesno medusobno spojene (Slika 147), sa modifikovanim stomama za izluCivanje nektara
(Slika 148).
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Slike 145-148. Nektarije S. ringens:

145-146. Izgled floralne nektarije; 147. Epidermis nektarije; 148. Modifikovane stome u

epidermisu nektarije.

Polenova zrna S ringens su pojedinacna (monade), radijalno simetrina i
izopolarna. DuZina polarne ose (P) iznosi 63,71 um, a ekvatorijalne ose (E) 45,00 ym.
Oblik polenovog zrna je prolatni (P/E=1,42). Polenova zrna su heksakolpatna, sa
simetri¢no postavljenim kolpama dugim najvise 58,40 pm i mezokolpijumom od 13,65 ym
(Slike 149-151). Ornamentacija egzine je biretikulatna (Slika 152).
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X1,500440im
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Slike 149-152. Polen S ringens:

149-151. Izgled polenovih zrna; 152. PovrSinska ornamentacija egzine.

OraSice S. ringens (N=10) su duge 3,08 £ 0,16 mm i Siroke 2,27 = 0,16 mm, sa
odnosom duzina/Sirina 1,34. Boja oraSica je tamno-smeda, a oblik sferian (Slike 153, 156).
Ventralna strana oraSice je ispupCena, a ventralni Sav veoma dobro uocljiv (Slike 153-154,
156). Vrsni deo i bazalni deo su tupo zaSiljeni, a bazalni oZiljak okrugao i u potpunosti
pomeren na ventralnu stranu (Slike 153-156). Povrsina orasica je sa krupnim, nepravilnim
naborima (retikularna ornamentacija) (Slika 158). OraSice su produkovale Zuckastu,
transparentnu sluz bez fibrila, ali veoma sporo; tek nakon 45 minuta nakon kvasenja,

debljina sluznog omotaca je bila veca od 0,5 mm (Slika 159).
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Slike 153-158. Orasice S. ringens:

153-155. (binokularna lupa): 153. (25 x), 154. (50 x), 155. (100 x); 156-158. SEM
mikrografije oraSice, 156. lzgled oraSice, 157. Izgled bazalnog dela i stopalnog oZiljka
orasice, 158. Povrsinska ornamentacija orasice.
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Slika 159. Miksokarpija oraSica S. ringens.
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Anatomske karakteristike listova. lako su se listovi proucavanih vrsta Salvia
morfoloski veoma razlikovali, opsti plan grade listova je generalno bio veoma uniforman.
Listovi prou¢avanih vrsta su bifacijalni, $to je zakljueno i za druge vrste Salvia (Ozdemir i
Senel, 1999; Baran i dr., 2008; Kahraman i dr., 2009; Ozdemir i dr., 2009), mada su listovi
S glutinosa hili ekcvifacijani (Kahramani dr., 2009). Epidermis lista je bio jednoslojan sa
dobro razvijenom kutikulom, s tim da su Celije epidermisa lica neSto krupnije u odnosu na
epidermis nali¢ja, kao Sto je opisano i u studijama Ozkan i Soy (2007), Kahraman i dr.
(2010b) i Shirsat i dr. (2012). Kao i svi predstavnici tribusa Mentheae, vrste roda Salvia
imgu amfi- i hipostomaticne listove (Moon i dr., 2009). Stome kod sve tri vrste su
paracitnog tipa, pri ¢emu su listovi S amplexicaulis amfistomaticni, a S jurisicii I S
ringens hipostomaticni. Listovi S. napifolia (Baran i dr., 2006) i S. argentea (Baran i dr.,
2008) su nosili diacitne stome sa obe strane lista, Sto je saopSeno i za druge vrste roda
Salvia (Ozdemir i Senel, 1999). Predstavnici tribusa Mentheae imaju pet osnovnih tipova
stoma (anomocitne, diacitne, anizocitne, dialelocitne i aktinocitne), pri Cemu su neretko dva
tipa stoma bila prisutni nalistovimaiste vrste (Moon i dr., 2009). Salimpour i dr. (2012) su

nasli da listovi osam vrsta Zalfija iz Irana nose paracitne i diacitne stome.

Mezofil je bio graden od palisadnog (ka adaksijalnoj strani) i sunderastog tkiva (ka
abaksijalnoj strani), gde je kod analiziranih vrsta varirao broj slojeva koje grade ova dva
tkiva. Slicno listovima drugih vrsta Salvia, listovi S amplexicaulis i S jurisicii su
posedovali 1 - 2 dloja palisadnog i 3 - 4 sloja sunderastog tkiva (Baran i dr., 2006, 2008;
Ozdemir i dr., 2009), dok je kod S. ringens palisadno tkivo bilo zastupljeno u 4 - 5 slojeva
Celija. Kod vrsta otvorenih i sudnih stanista, kakve su analizirane vrste Salvia, sa abaksijane
strane postoji dodatni sloj palisadnog tkiva kao odgovor na intenzivnu insolaciju (Moon i

dr., 2009; Kahraman i Dogan, 2010), koji u uzorcima u ovoj studiji nije pronaden.

Provodni snopici u listovima su kolateralni i zatvoreni, sa floemom orjentisanim ka
naliCju i ksilemom ka licu lista. Glavni nervi listova analiziranih vrsta su ispunjeni
viSeslojnim parenhimom, sa kolenhimom ka abaksijalnoj (uz sam provodni snopic) i
malobrojnim sklerenhimskim vlaknima ka adaksijalnoj strani (subepidermalno). Prema

literaturnim podacima glavni nerv vrsta ovog roda okruZzen je sarom od uglastog ili

104



Rezultati i diskusija

lakunarnog kolenhima (Ozdemir i Senel, 1999; Baran i dr., 2006, 2008; Kahraman i dr.,
2010a). Moon i dr. (2009) su uocCili da vrste tribusa Mentheae poseduju grupacije
kolenhimskog tkiva i ka licu i ka nali¢ju lamine, ali da se kod nekih predstavnika javljaju
debelozidne sklerenhimske Ccelije, zahvaljujuéi kojima provodni snopi¢ deluje kao
mehaniCka potpora koja spreCava cepanje lamine (Moon i dr., 2009). Kod S viridis,
sklerenhim je naden uz floem, ka nali¢ju lista (Ozdemir i dr., 2009).

Anatomske karakteristike stabala. Stablo S jurisicii i S amplexicaulis je na
poprecnom preseku Cetvorougaono, dok je kod S. ringens okruglo. Stablo velikog broja
zalfija je Cetvorougaono (Baran i dr., 2006, 2008; Salimpour i dr., 2012). Smatra se da je
opéti plan primarne grade stabla sli¢an kod razli¢itih vrsta Salvia (Ozdemir i Senel, 1999;
Kandemir, 2003; Baran i dr., 2006, 2008; Ozkan i Soy, 2007; Aktas i dr., 2009; Kahraman,
2009, 2010a,b; Koyuncu i dr., 2009; Ozdemir i dr., 2009; Kahraman i Dogan, 2010;
Salimpour i dr., 2012; Shirsat i dr., 2012).

Na povrsini stabla vrsta roda Salvia analiziranih u ovom radu se nalazio jednoslojni
epidermis sa kutikulom graden od okruglih ili kvadratnih Celija. Korteks stabla S. jurisicii i
S ringens je graden od subepidermski distribuiranog kolenhima i parenhima, a kod S
amplexicaulis kolenhim je uocCen samo na uglovima stabla. Kolenhim je obi¢no prisutan u
vidu prstena od nekoliko kontinuiranih slojeva Celija, a viSeslojan je u uglovima stabla
dajuéi mu karakteristiCan Getvorostrani oblik (Ozdemir i Senel, 1999: Kandemir, 2003;
Baran i dr., 2006, 2008; Ozkan i Soy, 2007; Ozdemir i dr., 2009; Salimpour i dr., 2012). U
nekim slucajevima se medu kolenhimskim celijama nalazi i 1 - 2 sloja hlorenhima
(Kahraman i Dogan, 2010).

lako se Cetvorostrano stablo 1 prisustvo kolenhima smatraju specificnim za
Lamiaceae, Aktas i dr. (2009) su izvestili da S. tchihatcheffii poseduje okruglo fertilno i
sterilno stablo. U fertilnom stablu kolenhim je u potpunosti odsustvovao, dok je u sterilnom
bio prisutan u nekoliko kontinuiranih slojeva (Aktas i dr., 2009). Provodni cilindar
zapocinje prstenom sklerenhimskog tkiva; Cesto ne postoji odvojen sklerenhimski prsten,
veC samo negrupisana sklerenhimska vlakna prisutna uz elemente floema (Kandemir, 2003;
Baran i dr., 2006, 2008; Ozkan i Soy, 2007; Ozdemir i dr., 2009; Kahraman i dr., 2010a,b;
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Salimpour i dr., 2012). Ksilemskih elemenata je viSe (traheje i traheidi) i znatno su krupniji
u poredenju sa floemskim. U ovom radu su zapaZzena manja ili veca ostrvca sklerenhimskih
Celija iznad floema. Provodni elementi su organizovani u prstenove uzeg floema i Sireg
ksilema izmedu kojih je manje-viSe uocCljiv kambijum, Sto je uoCeno i kod drugih vrsta
zalfija (Baran i dr., 2006, 2008; Ozkan i Soy, 2007; Ozdemir i dr., 2009). Jednoslojni ili
viseslojni srzni zraci kod stabala analiziranih vrsta se protezu u radijalnom pravcu od
korteksa do srzi. ViSeslojni srzni zraci su se sastojali od 5 - 12 slojeva Celija, Sto je u skladu
sa rezultatima studije strukture stabala 8 vrsta Zalfija (Salimpour i dr., 2012). U centralnom
delu stabla je smeStena srz sastavljena od krupnih poligonalnih ili okruglih parenhimskih
Celija sa mnoStvom intercelulara, koje raskidanjem stvaraju centralnu reksigenu Supljinu
(Baran i dr., 2006, 2008; Ozdemir i dr., 2009; Salimpour i dr., 2012).

Karakteristike trihoma. U indumentumu biljnih organa (listova, stabala, delova
cveta) analiziranih vrsta Salvia bile su prisutne neglandularne (mehanicke) i glandularne
trihome, Sto je karakteristika vrsta familije Lamiaceae (Werker i dr., 1985). Rezultati
prethodnih studija su pokazali prisustvo raznovrsnih trihoma na vegetativnim i
reproduktivnim organima S. blepharophylla (Bisio i dr., 1999), S officinalis (Cors i
Bottega, 1999), S. sclarea (Ozdemir i Senel, 1999), S. hypargeia (Kandemir, 2003), S
napifolia (Baran i dr., 2006), S verticillata (Krsti¢ i dr., 2006), S. blepharocleana (Ozkan i
Soy, 2007), S recognita (Ozkan, 2008), S. cadmica (Ozkan i dr., 2008), S.tchihatcheffii
(Aktas i dr., 2009), S limbata i S palestina (Kahraman i Dogan, 2010), S chrysophylla
(Kahraman i dr., 2010b), S. pleibeia (Shirsat i dr., 2012), S fruticosa (Al Sheef i dr., 2013),
S quezdii (Celepii dr., 2014), S. aegyptiaca (JanoSevic i dr., 2016), itd.

Trihome su tradicionalno koriS¢ene kao pouzdani karakteri u biljnoj taksonomiji
(Wagner, 1991; Xiang i dr., 2010). Glandularne trihome produkuju veliku koli€inu
fitokonstituenata, od kojih su mnogi biolodki aktivni i poznati po svojoj primeni u

prehrambenoj, farmaceutskoj i parfimerijskoj industriji (Dyubeni i Buwa, 2011).

Neglandularne trihome naj¢eS¢e gusto obrastaju epidermis ¢ime pruzaju biljkama
zastitu od herbivora i patogena iz vazduha, povecCavaju toleranciju na ekstremne

temperature, odrzavaju vodni balans u listovima, odbijaju sunceve zrake i tako sprecavaju
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pregrevanje, itd. Smatra se da mnogobrojne neglandularne trihome kod biljaka suvih i
otvorenih staniSta predstavljgju jednu od njihovih kseromorfnih karakteristika (Werker,
2000; Mayekiso i dr., 2009; Dyubeni i Buwa, 2012). Kratke, duge i granate (dendriformne)
trihome su opisane kao tri osnovnatipa neglandularnih trihomau tribusu Mentheae (Moon i
dr., 2009).

U ovoj studiji, neglandularne trihome su uoCene na listovima, stablima i cvetovima
analiziranih vrsta i u znacajnoj meri su se razlikovale po strukturi (broj Celija koje ih grade,
izgled baze i vrha, itd). Generalno su se izvojila dva osnovna tipa neglandularnih trihoma,
jednocelijske (kratke) i viSecelijske (duge). Oba tipa trihoma su na povrSini nosila
papilozna zadebljanja za koje se smatra da poticu od Celijskog zida ili kutikule (Werker,
2000). Papile su uocCene na neglandularnim trihomama vrsta Salvia, kao §to su S
verticillata (Krsti¢ i dr., 2006), S fruticosa (Al Sheef i dr., 2013) i dr. Jednocelijske
trihome su bile uspravne i posedovale su manje-vise trouglast oblik, Siroku bazu i zaSiljen
vrh; nadene su uglavnom u indumentumu nali¢ja listova. ViSecelijske trihome su bile
gradene od najcesce 2 - 6 Celija, Cija se Sirina smanjivala iduci od proSirene baze kao veoma
uzanom vrhu. NajceSce su bile izuvijane ili polegle ka epidermisu. Nadene su kako na
listovima, tako i na stablu i delovima cveta. Slicne mehanicke trihome su uocCene na biljnim
delovimamnogih vrsta Salvia: S. sclarea (Ozdemir i Senel, 1999), S. hypargeia (Kandemir,
2003), S verticillata (Krsti¢ i dr., 2006), S. recognita (Ozkan, 2008), S. cadmica (Ozkan i
dr., 2008), S. chrysophylla (Kahraman i dr., 2010), S. fruticosa (Al Sheef i dr., 2013), S
quezelii (Celep i dr., 2014), S. aegyptiaca (JanoSevic i dr., 2016).

Glandularne trihome su epidermske strukture specijalizovane za biosintezu |
sekreciju razlicitih sekundarnih metabolita koji imaju vazne bioloske uloge u biljkama
(Langei Turner, 2013). Gustina glandularnih trihoma je najveca na mladim listovima Sto se
smatra adaptivnim mehanizmom kojim se oni Stite od herbivora, pregrevanja, UV radijacije
i povecane transpiracije (Wagner i dr., 2004). Trihome su veoma varijabilne po izgledu,
strukturi, gustini, kako izmedu biljnih vrsta, tako i izmedu jedinki iste vrste, pa i razlicitih
organa iste jedinke (Serrato-Valenti i dr., 1997; Ascensdo i dr., 1999; Celep i dr., 2014).
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Diverzitet trihoma kod biljaka familije Lamiaceae moze imati taksonomski znaCaj na vise

nivoaklasifikacije (Moon i dr., 2009).

Kod vecine biljaka familije Lamiaceae su zastupljena dva tipa glandularnih trihoma,
peltatne (Stitolike) i kapitatne (glaviCaste), koje se razlikuju po obliku i nacinu na koje
oslobadaju sekretovane produkte. Sekretovani materijal se iz kapitatnih trihoma oslobada
kroz pore na kutikuli ¢elije glavice odmah nakon produkovanja. Nasuprot tome, peltatne
trihome akumulirgju sekretovani materijal u subkutikularnom prostoru koji biva osloboden
tek kada kutikula pukne (Siebert, 2004). Sekretorni produkti glandularnih trihoma imaju
razliCite bioloSke uloge kao Sto su hemijska odbrana biljaka i privlaCenje insekata
opraSivaca, ali specificna funkcija svakog tipa trihoma nije potpuno razjasnjena (Ascensao i
dr., 1999). Baran i dr. (2010) su pretpostavili da karakteristike kao $to su brojnost i
diverzitet glandularnih trihoma na biljnim organima, prisustvo ili odsustvo vratne Celije,
debljina spoljadnjih celijskih zidova i duZina drSke mogu ukazati na kseromorfne
karakteristike biljaka.

Detaljna analiza morfologije, anatomije i ultrastrukture trihoma je veoma vazna za
razumevanje njihove funkcije. Ultrastrukturne analize su vazne u istrazivanju trihoma, jer
se njima utvrduju veze izmedu morfologije i citologije sa jedne i sekretornih procesa sa
druge strane. Na biljnim organima vrsta analiziranih u ovom radu nadene su peltatne,

kapitatne i digitiformne trihome.

Prisustvo peltatnih trihoma (originalno ,,subsesilne trihome*) je univerzalno kod
tribusa Mentheae (Moon i dr., 2009). Peltatne trihome su uoCene na nalicju listova i na
¢aSicnim listi¢ima svih analiziranih vrsta, gde in vivo imaju formu Zuckasto-smedih
balonci¢a rasporedenih na lisnim nervima i izmedu njih. Sastoje se iz bazalne Celije u
epidermisu, kratke drSke i Siroke sekretorne glavice sastavljene od razliCitog broja Celija
rasporedenih u 1 - 2 kruga (Fahn, 1988). Glavica peltatnih trihoma S. jurisicii se sastojalaiz
8 celija (u jednom krugu), a S. ringens od 12 celija (8 u spoljaSnjem i 4 u unutraSnjem
krugu). Broj Celija sekretorne glavice S. amplexicaulis nije utvrden, jer su posmatrane u
postsekretornoj fazi. Broj Celija glavice je konstantan unutar vrste (Moon i dr., 2009), ali

varira medu vrstama roda Salvia, od Cetiri Celije kod S. blepharophylla (Bisio i dr., 1999),
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S divinorum (Siebert, 2004), S. verticillata (Krsti¢ i dr., 2006) do Sest ili osam celija u
jednom krugu kod S aurea (Serrato-Vaenti i dr., 1997), S officinalis (Werker i dr., 1985),
S fruticosa (Werker i dr., 1985; Al Sheef i dr., 2013) ili 12 - 16 Celija rasporedenih u dva
koncentricna kruga (sa 4 Celije u centralnom i osam i viSe u perifernom krugu) (Corsi i
Bottega, 1999; Kamatou i dr., 2006; Ozkan, 2008; Baran i dr., 2010; Kahraman i dr.,
2010a,b).

Rezultati analize ultrastrukture peltatnih trihoma S fruticosa ukazuju da su
dominantne organele u bazalnoj ¢eliji velike, prozirne vakuole. Celija drke poseduje gustu
citoplazmu, tamne organele i sitne, svetlije vakuole. U Celijama sekretorne glavice najveci
prostor zauzimaju krupne vakuole i osmofilne kapi. U presekretornoj fazi, kutikula Cvrsto
naleze na sekretorne Celije, a zatim se odvaja od njih i postaje naborana sa nakupljanjem
sekretovanog materijala u subkutikularnom prostoru, da bi pri krgju sekretorne faze ponovo
postala glatka. Na samom kraju dolazi do njenog pucanja i oslobadanja akumuliranog
materijala (Al Sheef i dr., 2013).

Kapitatne trihome se najCeSCe sastoje iz 1 - 2 Celije drske i 1 - 2 Celije koje
formirgju okruglu ili krudkoliku sekretornu glavicu (Werker i dr., 1985; Fahn, 1988).
Kapitatne trihome su vazan taksonomski karakter biljaka familije Lamiaceae, jer
predstavljaju specijalizaciju na veoma izveden vid polinacije (Navarro i El Oualidi, 2000;
Kahraman i dr., 2009).

Kod vrsta istrazenih u ovom radu, kapitatne trihome su bile morfoloski znatno
varijabilnije i ukljucile su nekoliko razliCitih morfoloskih tipova kod svake od posmatranih
vrsta. Tip | je generalno ukljucCivao ,niske” kapitatne trihome gradene od kubicne ili
cilindri¢ne bazalne éelije, kratke dr3ke i okrugle ili ovalne jednocelijske sekretorne glavice,
sa ili bez vratne Celije. Ovaj tip je bio prisutan kod svih vrsta. Kod S. amplexicaulis je
uoCen znatan diverzitet ovih trihoma i izdvojena tri podtipa, dok su kod druge dve vrste
trihome tipa | bile neSto uniformnije. Tip Il je obuhvatio ,,visoke* kapitatne trihome,
gradene od bazalne Celije, dugacke drke i jednocelijske glavice, sa ili bez vratne Eelije.
Trihome ovog tipa su pokazale veliku varijabilnost morfoloskih formi, pa su podeljene u 5

podtipova, abile su prisutne samo nadelovima cveta S. ringens.
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Kod vrsta roda Salvia su zapazene znaCajne varijacije u duzini drske i obliku
glavice (Corsi i Bottega, 1999; Siebert, 2004; Kamatou i dr., 2006, 2009; Celep i dr., 2014).
Imajuci u vidu varijabilnost kapitatnih trihoma, Werker i dr. (1985) su prvi put klasifikovali
kapitatne trihome kao tip I, I1 i 11 u odnosu na njihovu morfologiju i nacin sekrecije. Corsi
I Bottega (1999) su dodatno opisali tip IV kod S. officinalis. Moon i dr. (2009) na osnovu
strukture dr8ke izdvajaju dva osnovna tipa glavicastih trihoma: kapitatne (sa jednocelijskom
drskom) i pilatne (sa viSeCelijskom drskom). Pojedini istraZzivaci su podelili trihome u dva
osnovna tipa imajuci u vidu duzinu drSke, morfologiju sekretorne glavice i naCin sekrecije
(Serrato-Vaenti i dr., 1997; Ascensdo i dr., 1999; Bisio i dr., 1999). Serrato-Vaenti i dr.
(1997) su opisali 2 tipa kapitatnih trihomakod S aurea, a slicni tipovi su prepoznati kod S
blepharophylla (Bisio i dr., 1999), S. albicaulis, S. dolomitica (Kamatou i dr., 2007) i dr.
Kod nekih vrsta su izdvojena tri tipa kapitatnih trinoma, kao $to je S. argentea (Ozdemir i
Senel, 1999), S verticillata (Krsti¢ i dr., 2006) i S. smyrnea (Baran i dr., 2010), dok je kod
S chrysophylla nadeno Cak 4 tipa (Kahraman i dr., 2010Db).

Ultrastrukturne analize pokazuju da Celiju glavice kapitatnih trihoma S. fruticosa
karakteriSe gusta citoplazma, tamne organele i si¢usne vakuole. Glavicu pokriva debeo sloj
kutikule kada je trihoma mlada, a njenim sazrevanjem se stvara mali subkutikularni prostor.
Sekretovani materijal se na kratko zadrzava u subkutikularnom prostoru odakle se izluCuje,
verovatno kroz intaktnu kutikulu. Nakon oslobadanja sekretovanog materijala, dolazi do
skupljanja sekretorne glavice i naginjanja trihome ka epidermisu, nakon Cega se ona u
potpunosti deformiSe (Al Sheef i dr., 2013).

Digitiformne trihome se sastoje od 3 - 4 Celije priblizne Sirine u nizu, bez jasne
razlike izmedu apikalne i ostalih ¢elija (Ascensdo i dr., 1999; Al Sheef i dr., 2013). U ovom
istrazivanju, digitiformne trihome su bile prisutne na listovima S ringens i S. jurisicii.
Sastojale su se iz apikalne Celije, 1 - 2 srediSnje Celije i bazalne Celije u epidermisu. Sli¢ne
digitiformne trihome su bile prisutne u indumentumu listova S. fruticosa i kod drugih
predstavnika familije Lamiaceae, kakav je Plectranthus ornatus (Ascensdo i dr., 1999).

Na TEM mikrografijama se uoCava da apikalna Celija poseduje zaobljen vrh, debele

zidove i veoma je bogata citoplazmom, ali subkutikularni prostor nije razvijen. U apikanoj
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Celiji se uoCavaju prozracne vakuole, dok je ¢elija ispod nje ispunjena gustom citoplazmom
sa mnoStvom tamno obojenih organela. U ranijem istraZivanju S fruticosa je primeceno da
u sekretornoj fazi digitiformne trihome poseduju gustu citoplazmu, mnogobrojne tamne
organele, osmiofilne kapi, prozrane vakuole i spoljasnje Celijske zidove pokrivene
debelom kutikulom. Tokom daljeg sazrevanja trihome, dolazi do akumuliranja sekretornih
produkata i Sirenja periplazmati¢nog prostora Sto vodi retrakciji celijske membrane kroz
Celijski zid (Al Sheef i dr., 2013).

Karakteristike oraSica i miksokarpija. Plod vrsta roda Salvia je merikarp
(podéeljeni plod) koji nastaje u dimernom plodniku koji se sekundarno deli na 4 plodic¢a
(oraSice). Plod Salvia je istovremeno i njihovo seme, jer perikarp ¢vrsto srasta sa tankom
semenjacom (Marin, 1996). Duleti¢-LauSevi¢ i Marin (1999) navode tri osnovna regiona
perikarpa (egzokarp, mezokarp i endokarp), dok Ryding (2010) izdvaja poseban
sklerenhimski region, smeSten izmedu mezokarpa i endokarpa. Miksokarpijom se oznaCava
pojava produkcije sluzi kada orasice dodu u kontakt sa vodom. Celije koje produkuju sluz
su smeStene u egzokarpu i njihovi Celijski zidovi sadrze higroskopne spiralne fibrile
(Duletic-Lausevic i Marin, 1999; Ryding, 2010). Prema Kahraman i dr. (2011) proucavanje
morfologije oraSica nam donosi korisne podatke na razli€itim taksonomskim nivoima u
okviru familije Lamiaceae. U taksonomskim proucavanjima su najvaznije sledec¢e morfo-
anatomske karakteristike oraSica: obilik, veliCina, bazalni deo, vrsni deo, oblik i polozaj
stopalnog oZiljka, ornamentacija povrSine oraSica, debljina pojedinih slojeva perikarpa,
prisustvo miksokarpije i izgled sluzi. Debljina perikarpai proporcija njegovih individualnih
slojeva kao i morfologija merikarpa mogu biti koris¢ene u sistematici roda Salvia (Hedge,
1970; Habibvash i dr., 2007). Marini dr. (1996) sugerisSu da debljina egzokarpa, mezokarpa
i endokarpa variraju medu vrstama i da mogu biti koristni dopunski taksonomski markeri.
Ornamentacija povrSine merikarpa i druge karakteristike oraSica Salvia mogu biti znaCajni

taksonomski markeri na nizim nivoima klasifikacije (Kahraman i dr., 2011).

Boja orasica vrsta roda Salvia pruoCavanih u ovom radu je svetlo do tamno smeda,
$to je u saglasnosti sa Ozkan i dr. (2009) i Kahraman i dr. (2011). DuZina oraSica je bila u

opsegu 1,97 - 3,08 mm, a Sirina 1,05 - 2,27 mm. Po dimenzijama oraSica, vrste su se
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rangirde kao S amplexicaulis< S jurisicii< S ringens. Odnos duzine i Sirine se kretao od
1,34 (S ringens) preko 1,45 (S jurisicii) do 1,88 (S amplexicaulis). Ovi kvantitativni
podaci su u skladu sa onima koje su dobili Ozkan i dr. (2009) i Kahraman i dr. (2011) za
druge vrste ovog roda. Na osnovu odnosa duzine i Sirine datih za 12 taksona roda Salvia
(Ozkan i dr., 2009), oblik oraSica S. jurisicii i S. ringens je okarakterisan kao sferi¢an, a S
amplexicaulis prolatno-sferican. Ova dva oblika oraSica su najeS¢a medu ranije
istraZivanim vrstama ovog roda iz Turske (Ozkan i dr., 2009; Kahraman i dr., 2011). Vréni
deo analiziranih oraSica je zaobljen, a bazalni deo suzen. Prema Moon i dr. (2009), oraSice
Salviniae poseduju okrugao stopalni oziljak bez produzenog dela, koji se nalazi kod
Nepetinae i Menthinae prostiruci se u vidu U ili V-oblika na ventralnom delu merikarpa.
Stopalni oZiljak je kod analiziranih vrsta pomeren ka ventralnoj strani, okruglog ili
trouglastog oblika (S. amplexicaulis). Slicne morfoloSke karakteristike oraSica opisane su i
kod drugih analiziranih vrsta Zalfija, uglavnom od strane istrazivaca iz Turske (Ozkan i
Soy, 2010; Kahraman i Dogan, 2010; Kahraman i dr., 2010b, 2011; BuyUkkartal i dr.,
2011), Irana (Salimpour i dr., 2012; Mousavi i dr., 2013) i Rumunije (Ifrim, 2012).

Trihome nisu bile prisutne na povrsini proucavanih oraSica, $to je u saglasnosti sa
Buyukkartal i dr. (2011) i Kahraman i dr. (2011). Merikarpi koji na svojoj povrsSini nose
neglandularne i/ili glanularne trihome, nemau sposobnost produkcije sluzi, ili je ona
svedena na minimum (Duleti¢-LauSevi¢ i Marin, 1999). Ornamentaciju merikarpa stvaraju
spoljasnji zidovi celija egzokarpa (Ozkan i dr., 2009). Kod svih andiziranih vrsta
ornamentacija povrsine je retikulatna, sa manje-vise izrazenim nepravilnim naborima.
Marin (1996) je na povrsini orasica S. ringens uocio nepravilne strukture, iako su druge
vrste iz sekcije Salvia pokazale pravilniju skulpturiranost. Ifrim (2012) opisuje
ornamentaciju oraSica S ringens kao verukatnu, mada se na samoj povrSini oraSica ne
mogu razlikovati jasno definisana, izdignuta polja karakteristicna za ovaj tip. OraSice S
jurisicii pokazuju slican tip skulpturiranosti kao i ostale vrste sekcije Plethiosphace (S
nemorosa, S pratensis, S. austriaca, S nutans, i S. verbenaca) (Marin, 1996). Literaturni
podaci o karakteristikama orasica S. amplexicaulis nisu dostupni. Ozkan i dr. (2009)

navode tri obrasca skulpturiranosti merikarpa 12 taksona Salvia iz Turske: foveatni,
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retikularni i verukatni, gde su retikulatne merikarpe posedovale S. ceratophylla, S. virgata,
S halophila, S. verticillata subsp. verticillata i S verticillata subsp. amasiaca. Biyukkartal
i dr. (2011) navode da je ornamentacija merikarpa tri endemicCne vrste roda Salvia (S
hedgeana, S. huberi, S rosifolia) drugacija od navedenih - kolikulatna, sa malim brdolikim
uzviSenjima. Kahraman i dr. (2011) su nasli sva Cetiri tipa skulpturiranosti u sekciji
Hymenosphace. Povrsina oraSica dve vrste iz sekcije Aethiopis (S. limbata i S palaestina)
je bila glatka do nepravilno naborana (Kahraman i Dogan, 2010).

Prisustvo miksokarpije je jedna od karakteristika koja odvaja Nepetoideae od svih
drugih subfamilija familije Lamiaceae (Duleti¢-LauSevi¢ i Marin, 1999). Produkcija sluzi
ima ekoloski znacaj, jer sluzavi sloj omogucava povoljniju mikrokolimu za klijanje semena
(Marin, 1996). OraSice proucavane u ovom radu su formirale Zuckastu, transparemtnu sluz
bez fibrila. Miksokarpija sitnijih oraSica S. amplexicaulisi S. jurisicii (sekcija Plethiphace)
je zapazena 15 minuta nakon vlazenja, dok je kod krupnijih oraSica S ringens (sekcija
Salvia) merikarp osluznjavao tek nakon 45 minuta. Kod nekih vrsta iz sekcije Salvia (S
glutinosa i S. officinalis) miksokarpija je u potpunosti odsustvovala (Ifrim, 2012). Sitnije
orasSice produkuju znatno brze znatno vecCu kolicinu sluzi u odnosu na krupnije (Duleti¢-
LauSevi¢ i Marin, 1999). Medutim, Ifrim (2012) su dobili nesto drugacCije rezultate za S
viridis Cije su relativno krupne oraSice ekstremno brzo formirale sluz (za oko 2 minuta
nakon kvasenja). Celije koje produkuju sluz smestene su u egzokarpu i debljina ovog sloja
varira medu 13 vrsta roda Salvia iz Irana u opsegu 0,25 - 4,24 um (Habibvash i dr., 2007).

Hedge (1970) grupiSe vrste Salvia koje produkuju sluz u 4 grupe u odnosu na
karakteristike sluzi: sa transparentnom, prozirnom, mlecno neprozirnom i smede
neprozirnom sluzi. Kod S huberi i S rosifolia sluz se formira nakon prvih pola sata
vlaZzenja; kod S hedgeana tek nakon sat. S obzirom na boju, konzistenciju i stepen
transparentnosti, kod ispitivanih vrsta se mogu razlikovati dva tipa sluzi: transparentna sa
malo fibrila ili neprozirno mlecno bela sa fibrilima i sa zracima formiranim od sluzi
(Buyukkartal i dr., 2011; Ifrim, 2012) .U istrazivanju dve vrste zalfija, Celep i dr. (2014) su
nasli da oraSice S. quezdlii produkuju sluz, dok miksokarpija kod S. pinnata odsustvuje, $to

moZe posluziti kao osnova za razlikovanje ovih morfoloski veoma sli¢nih vrsta.
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Polen. Familija Lamiaceae je 1945. godine na osnovu broja jedara i broja apertura
polenovog zrna klasifikovana na Lamioideae (dvojedarni, trikolpatni polen) i Nepetoideae
(trojedarni, heksakolpatni polen). Heksakolpatni polen se smatra sinapomorfnim
karakterom kod Nepetoideae (Moon i dr., 2008a). Osnovni parametri koji se uzimaju u
obzir u palinoloskim istrazivanjima roda Salvia su oblik polenovog zrna, duzina polarne (P)
I ekvatorijalne ose (E) i njihov odnos (P/E), duzina i Sirina kolpi, debljina egzine i intine,
kao i obrazac skulpturiranosti egzine polenovog zrna (Moon i dr., 2008a,b; Kahraman i dr.,
2010; Kahraman i Dogan, 2010; Ozler i dr., 2011).

U ovoj studiji, posmatrana su samo polenova zrna S. ringens, gde je uocCeno da se
formiraju kao pojedinacna (monade), da su radijalno simetriCna i izopolarna, Sto je u
saglasnosti sa rezultatima studija Moon i dr. (2008b) i Ozler i dr. (2011). DuZina polarne
ose (P) oraSica S ringens iznosi 63,71 ym, a ekvatorijalne ose (E) 45,00 ym. DuZina
polarne ose polenovih zrna 30 taksona roda Salvia je bila u opsegu 23,0 - 58,6 um, a
ekvatorijalne 26,9 - 66,2 um (Ozler i dr., 2011), dok su Moon i dr. (2008b) nasli da veli¢ina
polena subtribusa Salviinae varira u opsegu P =20,5-69,4 pym i E=18,4-72,9 ym. Na
osnovu rezultata ove studije, oblik polenovog zrna S. ringens je prolatni (P/E =1,42). Polen
40 vrsta Salviinae je oblatni do prolatni (P/E=0,73 - 1,43) (Moon i dr., 2008b), dok su
najceS¢i oblici polenovih zrna vrsta Salvia iz Turske suboblatni, subprolatni, oblatno-
sferiéni i prolatno-sferiéni (Ozler i dr., 2011). S limbata i S palaestina su posedovale
oblatno-sfericna (P/E=0,88), odnosno prolatno-sfericna polenova zrna (P/E=1,05)
(Kahraman i Dogan, 2010), dok su oblatno-sferi¢na polenova zrna (P/E=0.91) nadena i kod
S chrysophylla (Kahraman i dr., 2010).

Vrste subtribusa Salviinae poseduju heksakolpatni polen, sa retkim izuzecima kod
kojih je uocCen tetra-, penta- i oktakolpatni polen (Moon i dr., 2008b). Polenova zrna S
ringens su heksakolpatna, sa simetricno postavljenim kolpama dugim najviSe 58,40 pm i
mezokolpijumom od 13,65 pm. Polenova zrna 30 taksona roda Salvia su heksakolpatna, sa
izuzetkom S recognita iz sekcije Salvia sa oktakolpatnim polenovim zrnima: duzina kolpi
je varirala izmedu 20,2 - 52,8 ym, dok Sirina mezokolpijuma iznosi od 3,8 do 15,4 ym

(Ozler i dr., 2011). Heksakolpatna polenova zrna su nadena i kod S. limbata, S. palaestina
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(Kahraman i Dogan, 2010), S willeana, S veneris (Dereboylui dr., 2010) i S. chrysophylla
(Kahraman i dr., 2010b). Ornamentacija egzine tribusa M enthae podfamilije Nepetoideae je
perforatna, mikro- ili biretikulatna; veoma je informativna u sistematskom smislu, narocito
na nivou roda (Moon i dr., 2008a). U subtribusu Salviinae, ornamentacija je perforatna i jos
CeS¢e biretikulatna, naroCito kod roda Salvia (Moon i dr., 2008b). U ovom radu,
ornamentacija egzine S. ringens je biretikulatna. Od ukupno 30 andiziranih taksona Salvia
iz Turske, ovg tip ornamentacije je bio prisutan kod 10 taksona, dok su druga dva obrasca
skulpturiranosti  retikulatno-perforatni i retikulatno-granulatni  (Ozler i dr., 2011).
Biretikulatna ornamentaciju je nadena i kod endemicnih vrsta sa Kipra (S willeana i S
veneris) (Dereboylu i dr., 2010). Ornamentacija polenovih zrna S. limbata, S. palaestina
Kahraman i Dogan, 2010) i S chrysophylla (Kahraman i dr., 2010b) se karakterise
prisustvom porau biretikulatnoj egzini (biretikulatno-perforatni tip).

Nektarije. Nektar igra kljucnu ulogu u procesu polinacije kao jedna od najvaznijih
nagrada za opraSivaca (Petanidou i dr., 2000), a sintetiSe se u specijalizovanim Zlezdanim
strukturama - nektarijama koje mogu biti smeStene u regionu cveta (floralne) ili na
vegetativnim organima (ekstrafloralne) (Fahn, 1988).

U ovoj studiji su analizirane floralne nektarije S ringens, uocljive u obliku prstena u
bazi Cetvororeznjevitog plodnika. Na povrSini nektarija se uoCava epidermis sa
modifikovanim stomama za izluCivanje nektara (nektarostome). Nektarije biljaka familije
Lamiaceae su lokalizovane u osnovi Cetvorookog, nadcvetnog plodnika i najcesce su
CetvororeZnjevite, prstenaste ili u obliku unilateralnog asimetricnog diska (Petanidou i dr.,
2000). Kod roda Salvia su najceSce prisutne floralne nektarije i to u obliku toralnog,
ispupCenog prstena u bazi ovarijuma (Macukanovié-Joci¢, 2010; Macukanovic¢-Jocic i dr.,
2012; Zhang i dr., 2014). Floralne nektarije su opisane kod nekoliko vrsta Salvia,
ukljucujuci S officinalis (Macukanovic¢-Joci¢ i dr., 2012), S farinacea (Zhangi dr., 2014) i
dr. Sastoje se od modifikovanog epidermisa (sa ili bez trihoma) i specijalizovanog nektar-
produkujuéeg parenhima i provodnog tkiva (Fahn, 1988; Macukanovi¢-Joci¢, 2010; Zhang
i dr., 2014), koje moze biti predstavljeno floemom i ksilemom ili samo floemom (Fahn,

1988). Nektar se izluCuje na povrSinu pomocu modifikovanih stoma koje su permanentno
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otvorene (Fahn, 1988; Petanidou i dr., 2000; Zhang i dr., 2014). U celijama nektar-
produkujuéeg parenhima uoCavaju se gusta citoplazma i krupna jedra, brojne mitohondrije
I plastidi sa skrobnim zrnima (Zhang i dr., 2014), a nektar se izluCuje posredstvom vezikula
poreklom od ER ili diktiozoma (Fahn, 1988). U sastav nektara uglavnom ulaze razliciti
Seceri, uglavnom saharoza i heksoze - glukoza i fruktoza (Fahn, 1988), pri ¢emu u nektaru
biljaka familije Lamiaceae dominira saharoza (Petanidou i dr., 2000). U nektaru nekih vrsta
Salvia dominirgju heksoze (S. judaica), a kod nekih drugih saharoza (S. fruticosa) (Dafni i
dr., 1988).

4.2. Hemijski sastav etar skih ulja proucavanih vrsta

Etarska ulja su izolovana hidrodestilacijom nadzemnih delova istrazivanih vrsta, a
njihov hemijski sastav je ispitan pomocu GC-FID i GC-MS. Rezultati su prezentovani u
Tabelama 3-5.

Prinos etarskog ulja S. amplexicaulis je bio manji od 0,01 % (0,01 g etarskog ulja/g
suvog hiljnog materijala). Identifikovano je 52 komponente koje predstavijgju 97,45%
ukupnog etarskog ulja. Seskviterpeni su najzastupljenija klasa jedinjenja u etarskom ulju
ove biljke, ukljucujuci oksidovane seskviterpene (56,54%) i seskviterpenske ugljovodonike
(34,60%). Monoterpeni su bili prisutni samo u oksidovanom obliku (5,59%). Kao
naj zastupljenije komponente ovog uljaizdvagu se kariofilen oksid (11,34%), germakren D
(7,79%), tujopsan-2-a-ol (6,69%), germakra-4(15),5,10(14)-trien-1-0-ol (5,42%), a-kadinol
(5,25%), spatulenol (5,08%) i humulen epoksid 11 (4,95%) (Tabela 3).

Etarsko ulje S jurisicii je pokazalo prinos nizi od 0,01% (0,01g EO/g suvog biljnog
materijala). Identifikovane su 72 komponente koje predstavljgu 95,56% ulja.
Seskviterpeni, sa oksidovanim  seskviterpenima (51,24%) i  seskviterpenskim
ugljovodonicima (23,62%), Cine dominantnu grupu terpena u ulju ove biljke.
Monoterpenski ugljovodonici i oksidovani monoterpeni su bili zastupljeni u znatho manjim
koli¢inama, 4,05%, odnosno 3,59%. Diterpeni su, u malom procentu (1,87%), bili prisutni

samo u oksidovanom obliku. Medu ugljovodonicima, alifaticna frakcija je bila znatno
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zastupljenija (6,54%) u poredenju sa aromaticnim (4,65%). Kao glavne komponente
etarskog ulja S jurisicii su okarakterisani spatulenol (12,32%), (3-burbonen (6,97%), n-
nonanal (5,15 %), y-murolen (4,78%) i tujopsan-2-a-ol (4,54%) (Tabela 4).

Tabela 3. Hemijski sastav etarskog ulja Salvia amplexicaulis.

Pik br. Komponenta RI* %

1 1-okten-3-ol 983,2 0,42
2 p-cimen 1020,4 0,15
3 1,8-cineol 1026,8 0,33
4 linalol 1099,0 2,55
5 n-nonanal 1102,1 0,16
6 safranal 1190,0 0,33
7 dekanal 1199,3 0,75
8 bornil acetat 1284,1 1,63
9 §-elemen 1327,3 0,53
10 o-kubeben 1340,0 3,16
11 o -ylangene 1361,2 1,44
12 o -kopaen 1365,6 1,31
13 [3-burbonen 13745 0,25
14 [3-elemen 1385,3 0,34
15 cis-kariofilen 1408,4 4,17
16 [3-cedren 1418,3 1,24
17 o -trans-bergamoten 1425,8 0,80
18 [3-kopaen 1433,4 1,23
19 o-humulen 14427 0,70
20 trans-R-farnezen 1449,5 1,28
21 dauka-5,8-dien 1467,7 3,33
22 germakren D 1471,4 7,79
23 [3-selinen 1475,8 0,76
24 y-gurjunen 1484,6 1,34
25 o -murolen 1490,5 0,48
26 y-kadinen 1503,8 1,63
27 d-kadinen 15138 1,70
28 trans-kadina-1,4-dien 1521,8 0,61
29 o -kadinen 1527,7 0,39
30 o -kalakoren 1533,6 0,11
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Tabela 3 (nastavak)

31 trans-longipinokarveol 1542,4 0,90
32 italicen epoksid 1548,2 2,56
33 trans-nerolidol 1558,1 0,43
34 n.i. 1558,9 0,68
35 spatulenol 1571,3 5,08
36 karofilen oksid 1574,1 11,34
37 tujopsan-2-0-ol 1585,0 6,96
38 viridiflorol 1593,8 151
39 humulen epoksid |1 1599,2 4,95
40 n.i. 1605,4 1,05
41 trans-izolongifolanon 1613,4 0,59
42 1-epi-kubenol 1618,7 0,38
43 t-kadinol 1633,1 1,61
44 alo-aromadendren epoksid 1641,0 2,05
45 T-murolol 1645,8 1,22
46 o -kadinol 1647,7 5,25
47 n.i. 1653,0 0,37
48 kadalen 1666,3 2,29
49 mustakon 1670,1 0,87
50 germakra-4(15),5,10(14)-trien-1-a-ol 1679,7 5,42
51 n.i. 1695,2 0,45
52 [3-akoradienol 1755,9 0,56
53 14-oksi-a-murolen 1762,2 0,59
54 ciklopentadekanolid 1835,7 1,16
55 cis-cis-farnezil aceton 1868,1 0,63
56 5-trans, 9-trans-farnezil aceton 1908,5 0,18
Grupisane komponente

M onoter penski ugljovodonici 0,0
Oksidovani monoter peni 5,59
UKUPNI MONOTERPENI 5,59
Seskviter penski ugljovodonici 34,60
Oksidovani sesviter peni 56,54
UKUPNI SESKVITERPENI 91,14
DRUGE KOMPONENTE 0,72
UKUPNI SADRZAJ IDENTIFIKOVANIH KOMPONENTI 97,45

*Retencioni indeks u odnosu na n-alkane na HP-5 kapilarnoj koloni; n.i.- nije identifikovano.
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Tabela 4. Hemijski sastav etarskog ulja Salvia jurisicii.

Pik br. Komponenta RI* %

1 sabinen 970,1 0,37
2 [3-pinen 972,1 2,62
3 1-okten-3-ol 982,8 1,39
4 mircen 988,8 0,14
5 limonen 1022,8 0,22
6 1,8-cineol 1026,6 0,40
7 y-terpinen 1053,4 0,36
8 cis-linalol oksid 1069,3 0,23
9 p-menta-2,4(8)-dien 1082,1 0,35
10 p-cimenen 1085,5 0,10
11 linalol 1091,7 0,08
12 n-nonanal 1094,5 5,15
13 trans-pinokarveol 1134,3 0,21
14 pinokarvon 1155,8 0,17
15 terpinen-4-ol 1172,4 0,08
16 naftalen 1175,3 0,66
17 o-terpineol 1187,0 0,37
18 mirtenal 1189,3 0,57
19 n.i. 1211,2 0,23
20 [>-ciklocitral 1213,7 0,24
21 neral 1237,3 0,18
22 trans-edulan** 1249,6 0,37
23 n.i. 12533 0,25
24 geranial 1267,0 0,20
25 izobornil acetat 1278,2 0,48
26 m-anizil alkohol 1288,6 0,21
27 2,6,10,10-tetrametil-1-oksa-spiro [4,5]dec-6-en 1305,8 0,13
28 o-kubeben 1340,3 0,40
29 silfinen 1341,3 0,32
30 silfiperfol-4,7(14)-dien 13434 0,31
31 n.i. 1347,1 0,32
32 ciclosativen 1361,5 0,41
33 a-kopaen 1366,5 1,83
34 trans-p-ment-6-en-2,8-diol 1371,7 1,71
35 (3-burbonen 1375,7 6,97
36 [3-elemen 1383,3 1,94
37 4-(2,2-dimetil-6-metilenecikloheksil)-2-butanon 1389,5 0,40
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Tabela 4 (nastavak)

38 metil eugenol

39 [3-funebren

40 (3-kopaen

41 geranil aceton

42 ciklamen aldehid

43 dauka-5,8-dien

44 y-murolen

45 [3-selinen

46 trans-f3-jonon

47 y-kadinen

48 8-kadinen

49 olivetol

50 a-kalakoren

51 n.i.

52 silfiperfol-5-en-3-ol A
53 eremopilaketon

54 spatulenol

55 aristolen epoksid**

56 leden akohol

57 tujopsan-2-a-ol

58 n.i.

59 aromadendren epoksid
60 cis-izolongifolanon
61 1,10-di-epi-kubenol
62 [3-cedren-9-one

63 T-murolol

64 selina-3,11-dien-6-0-ol
65 vulgaron B

66 cedr-8(15)-en-9-0-ol
67 €epi-zizanon

68 6-cis-pentadecen-2-on
69 germakra-4(15),5,10(14)-trien-1-a-ol
70 n.i.

71 [3-akoradienol

72 14-oksi-o-murolen

73 n.i.

74 ciklopentadekanolid
75 sklareoloksid

1401,5
1408,6
1419,0
1447.8
1456,9
1468,6
1472,4
1476,4
1478,9
1504,3
1514,7
1520,7
1534,1
15449
1549,9
1556,8
1575,8
1580,1
1583,8
1587,6
1600,4
1608,1
1615,0
1619,9
1627,0
1635,0
1642,9
1646,7
1649,5
1654,6
1662,1
1681,6
1732,5
1756,3
1762,8
1787,7
1836,1
1869,2

1,37
0,83
0,72
1,76
0,92
1,28
4,78
0,18
0,34
0,94
2,14
0,59
0,57
0,68
2,80
0,80
12,32
2,65
0,84
454
0,88
4,18
0,48
0,84
0,37
0,89
1,57
0,89
2,96
0,27
2,03
3,64
0,19
0,57
0,36
0,38
0,92
1,47
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Tabela 4 (nastavak)

76 5-trans,9-trans-farnezil aceton 1908,7 0,35
77 n.i. 1939,8 0,44
78 n.i. 1951,1 0,68
79 n.i. 1973,0 0,39
80 cis-trans-geranil linalol 1998,2 0,35
81 sklareolid 2083,7 1,96
82 abienol 21648 1,33
83 labd-7,13-dien-15-ol 2279,2 0,19
Grupisane komponente

Alifati¢ni ugljovodonici 6,54
Aromaticni ugljovodonici 4,65
UKUPNI UGLJOVODONICI 11,19
Monoterpenski ugljovodonici 4,05
Oksidovani monoterpeni 3,59
UKUPNI MONOTERPENI 7,64
Seskviterpenski ugljovodonici 23,62
Oksidovani seskviterpeni 51,24
UKUPNI SESKVITERPENI 74,86
Diterpenski ugljovodonici 0,0
Oksidovani diterpeni 1,9
UKUPNI DITERPENI 1,87
UKUPNI SADRZAJ IDENTIFIKOVANIH KOMPONENTI 95,56

*Retencioni indeks u odnosu na n-alkane na HP-5 kapilarnoj koloni; **tentativna identifikacija; n.i.
- nijeidentifikovano

Etarsko ulje izolovano iz S. ringens je bilo Zuckaste boje i pokazalo je prinos od
0,19%. Podaci prikazani u Tabeli 5 pokazuju da je od 39 detektovanih komponenti
identifikovano 36 komponenti (99,62% ulja). Nazastupljenija grupa terpena su bili
monoterpeni (93,60%), ukljucujuéi oksidovane monoterpene (56,89%) i monoterpenske
ugljenike (36,74%). Ugljovodonici i seskviterpeni su bili zastupljeni u znatno manjim
koli¢inama (3,69%, odnosno 2,32%).

Kao glavhe komponente etarskog ulja S ringens su se izdvojile 1,8-cineol
(31,99%), kampfen (17,06%), borneol (11,94%), a-pinen (11,52%), kamfor (5,16%) i
bornil acetat (4,52%).
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Tabela 5. Hemijski sastav etarskog ulja Salvia ringens.

Br. pika Komponenta RI* %
1 triciklen 918,8 0,82
2 a-tujen 9253 0,03
3 o-pinen 931,0 11,52
4 kamfen 945,3 17,06
5 tuja-2,4(10)-dien 951,1 0,11
6 [3-pinen 973,2 3,69
7 1-okten-3-ol 986,0 0,73
8 mircen 991,6 3,16
9 o-felandren 1003,7 0,11
10 o-terpinen 1015,8 0,05
11 p-cimen 1024,5 2,96
12 1,8-cineol 1030,4 31,99
13 cistujon 1105,4 0,35
14 1-okten-3-il acetat 1110,4 0,20
15 endo-fenhol 1114,5 0,12
16 [3-felandren 11229 0,19
17 a-kamfolenal 1126,6 0,32
18, trans-pinokarveol 1138,9 0,39
19 kamfor 1142,3 5,16
20 kamfen hidrate 11454 0,16
21 borneol 1167,8 11,94
22 terpinen-4-ol 1177,7 1,15
23 o-terpineol 1194,0 0,39
24 trans-piperitol 1208,6 0,20
25 bornil acetat 1285,3 4,52
26 o-kubeben 1354,0 0,17
27 a-kopaen 1367,0 0,31
28 3-burbonen 1375,2 0,16
29 cis-kariofilen 1410,0 0,35
30 2-epi-R-funebren 1415,5 0,21
31 o-humulen 1444.8 0,10
32 9-epi-trans-kariofilen 1450,2 0,13
33 a-murolen 1491,2 0,14
34 n.i. 1496,9 0,11
35 n.i. 1500,1 0,16
36 y-kadinen 1512,8 0,26
37 n.i. 1509,1 0,11
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Tabela 5 (nastavak)

38 trans-kalamenen 1523,2 0,32

39 humulen epoksid 11 1608,5 0,16

Grupisane komponente

Alifati¢ni ugljovodonici 0,73

Aromati¢ni ugljovodonici 2,96

UKUPNI UGLJOVODONICI 3,69

Monoterpenski ugljovodonici 36,74
Oksidovani monoterpeni 56,89
UKUPNI MONOTERPENI 93,60
Seskviterpenski ugljovodonici 2,16

Oksidovani seskviterpeni 0,16

UKUPNI SESKVITERPENI 2,32

UKUPNI SADRZAJ IDENTIFIKOVANIH KOMPONENTI 99,62

*Retencioni indeks u odnosu na n-alkane na HP-5 kapilarnoj koloni; n.i.- nije identifikovano.

Etarska ulja predstavljgju kompleksne smeSe jedinjenja niske molekulske mase,
uglavnom terpena i fenolpropanoida, koji su odgovorni za specifican miris i bioloSka
dgstva etarskih ulja. Nagzastupljenije grupe jedinjenja predstavljgiu monoterpene,
seskviterpenei njihove oksidovane derivate (Raut i Karoppayil, 2014).

Dobijeni rezultati pokazuju da su ulja S amplexicaulis i S. jurisicii uglavnom
sastavljena od seskviterpena (91,14%, odnosno 74,86%), i to uglavnom oksidovanih koji su
u oba sluCaja zastupljeni u viSe od 50% ukupnog ulja (Tabela 3 i 4). Petrovi¢ i dr. (2009) i
VeliCkovi¢ i dr. (2012) su andizirali hemijski sasatav etarskog ulja S. amplexicaulis
sakupljene sa dva lokaliteta u Srbiji. Kako rezultati ovih istrazivanja pokazuju, etarsko ulje
ove hiljke je bogato seskviterpenima, sa germakrenom D, viridoflorolom, kariofilen
oksidom i 3-kariofilenom kao dominantnim komponentama. Rzepai dr. (2009) su pomocu
HS-GC-MS (headspace gasna homatografija-masena spektroskopija) kao glavne
komponente identifikovali kamfen, 3-hamigren i tujol u ulju S amplexicaulis i kamfen,
tujol, tujonen i kamfor u ulju S jurisicii.

Sekcija Plethiosphace obuhvata 14 vrsta, ukljucujuci S. amplexicaulis i S jurisicii

(Hedge, 1972), koje se generalno karakteriSu dominacijom seskviterpena u etarskim uljima,

sa razliCitim glavnim komponentama kao Sto su kariofilen oksid, spatulenol, humulen
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epoksid Il kod S nemorosa (Malenci¢ i dr., 2004), (E)-kariofilen, Z-B-farnezen, epi-
bicikloseskvifelandren i B-kubeben u ulju S pratensis (Anackov i dr., 2009), B-kariofilen,
germakren B, B -kariofilen epoksid, spatulenol i germakren D kod S virgata (Sefidkon i
dr., 1999) i B-felandren, (E)-kariofilen i metil estar 6-oktadekanske kiseline u ulju S
verbenaca (Pitarokili i dr., 2006).

Rezultati ove studije pokazuju da je seskviterpenski alkohol spatulenol predstavljao
dominantnu komponentu ulja S. jurisicii (12,32%) i jednu od najzastupljenijih komponenti
ulja S amplexicaulis (5,08%). Spatulenol predstavlja veoma mocan spazmolitik (Perez-
Hernandez i dr., 2008), pokazuje visoku aktivnost protiv viSestruko rezistentnih éelijskih
linija kancera (Martins i dr., 2010), kao i snazno imunomodulirajuce sredstvo koje inhibira

proliferaciju limfocita i stimuliSe njihovu apoptozu (Ziaei i dr., 2011).

Najzastupljenija komponenta ulja S amplexicaulis, kariofilen oksid (11,34%), je
opisana kao analgetik, antinflamatorni i citotoksicni agens (Chavan i dr., 2010; Jun i dr.,
2011). Germakren D, takode identifikovan u ulju S. amplexicaulis (7,79%), je istaknut kao
vazan mirisni agens u interakcijama biljaka i insekata (Rostelien i dr., 2000). Birkett i dr.
(2008) su pokazali da B-burbonen, jedna od glavnih komponenti ulja S. jurisicii, deluje kao

antiektoparazitik.

Zarazliku od S. amplexicaulisi S jurisicii, u etarskom ulju S ringens dominantna
grupa terpena su bili monoterpeni (93,60%), sa 1,8-cineolom, kamfenom, borneolom, a-
pinenom, kamforom i bornil acetatom kao glavnim komponentama (Tabela 5). Slicno tome,
monoterpeni su prepoznati kao dominantna klasa jedinjenja u ulju S ringens sa razliCitih
lokaliteta. Uzorak S. ringens iz GrCke je kao dominantne komponente sadrzao 1,8-cineol,
o-pinen, bornil acetat i 3-pinen (Tzakou i dr., 2001), varijetet S. ringens var. baldacciana sa
planine Dautica (Makedonija) 1,8-cineol, a-pinen i mircen (Savikin i dr., 2008) i S ringens
iz Bugarske kamfor i borneol (Georgiev i dr., 2013). Za razliku od rezultata navedenih
studija, uzorak analiziran u ovoj studiji je sadrzao prilicno visok procenat kamfena
(17,06%). Uocene razlike u hemijskom sastavu mogu poticati od vise faktora kao Sto su
hemotip, starost biljke, deo biljke iz kog se vrsi izolovanje ulja, ekoloskih uslova stanista i

perioda u kom se obavlja branje biljaka (Ben Farhat i dr., 2009; Miguel, 2010).
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S ringens pripada sekciji Salvia, u koji je ubrojeno 11 vrsta u Flori Evrope (Hedge,
1972). Neke od ranije istrazenih vrsta ove sekcije su takode bogate monoterpenima, sa
razliCitim dominantnim komponentama, kao Sto su a-tujon, 1,8-cineol, a-pinen, kamfor i
kamfen u ulju S officinalis (Miti¢-Culafi¢ i dr., 2005; Pierozan i dr., 2009; Stevié i dr.,
2014), kamfor, a-i B-pinen, limonen, 1,8-cineol, a-i B-tujon u S. lavandulifolia (Pierozan i
dr., 2009; Stevic i dr., 2014), 1,8-cineol, kamfor, -pinen, mircen, a-pinen, B-kariofilen i a-
terpineol u ulju S fruticosa (Topgu i dr., 2013; Giweli i dr., 2013).

Neke od glavnih komponenata etarskog ulja S ringens, kao Sto su 1,8-cineol, a- i 3-
pinen, su opisani kao moéni antimikrobni agensi u uljima nekih vrsta Salvia (Tzakou i dr.,
2001; Sonboli i dr., 2006; Savikin i dr., 2008; Giweli i dr., 2013). Kamfen ispoljava snazno
antioksidativno i antinocioceptivno dgjstvo (Quintans-Janior i dr., 2013), i smanjuje nivo
holesterola i triglicerida kod hiperlipidemicnih pacova (Vallianou i dr., 2013). Borneol

ispoljava antinocioceptivno i antiinflamatorno dejstvo (Almeidai dr., 2013).

Za razliku od S amplexicaulis i S. jurisicii, etarsko ulje S. ringens je sadrZalo
kamfor (5,16%) i cis-tujon (0,35%), komponente koje su odgovorne za konvulzivni efekat
ulja nekih vrsta na centralni nervni sistem (Millet i dr., 1981). Kamfor i borneol, Siroko
korisceni u farmaceutskoj i kozmetickoj industriji, su se pokazali toksicnim u nekim
sluCajevima mada novije studije pokazuju da ovi terpeni ne pokazuju toksi¢ne efekte na

timocite pacova (Chernevai dr., 2012).

4.3. Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida u ekstrakatima proucavanih vrsta

Ekstrakti nadzemnih delova, listova, stabala i cvasti proucavanih vrsta su dobijeni
pomodu pet rastvaraca (etanol, voda, metanol, etil acetat, dihlorometan i heksan) kojima su
ekstrahovane komponente razliCite polarnosti. Biljni delovi S amplexicaulis su
ekstrahovani etanolom i metanolom, S jurisicii 10 - 96% etanolom, a S ringens 96%

etanolom, a prinosi dobijenih ekstrakata su prezentovani u Tabelama 6-8.

Vodeni ekstrakti oba uzorka S. amplexicaulis su pokazali najvece prinose (>14%),

nesSto manje etanolni i metanolni ekstrakti, dok su dihlorometanski i etil acetatni ekstrakti
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imali viSestruko nizi prinos (<2%) (Tabela 6). Procenat prinosa varirao je u odnosu na deo
biljke koris¢en za ekstrakciju, gde je najveCi prinos imao etanolni ekstrakt cvetova
(14,14%), a najnizi metanolni ekstrakt stabla (5,92%). Kao Sto se moZe videti na osnovu
prinosa metanolnih ekstrakata, ekstrakti dobijeni sukcesivnom ekstrakcijom (u tri koraka)
nadzemnih delova su pokazali nize prinose (3,86%) u odnosu na ekstrakte dobijene
individualnom ekstrakcijom (8,78%).

Etanolni i vodeni ekstrakti nadzemnih delova S amplexicaulis prikupljenih u
sezonama A i B su imali veoma slicne prinose. Sadrzaj ukupnih fenola je bio najveci u
vodenim ekstraktima nadzemnih delova i etanolnom ekstraktu listova S amplexicaulis
(>200 mg GAE/qg), dok je u dihlorometanskim i heksanskim ekstraktima bio viSestruko
manji (<40 mg GAE/g). SadrZzaj flavonoida je bio najveCi u etil acetatnom ekstraktu
nadzemnih delova (75,97 mg QE/g), a najnizi u vodenim i metanolnom ekstraktu stabla
(<20 mg QE/qg) (Tabela 6).

Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida je varirao u ekstraktima razlicitih biljnih delova
S amplexicaulis. Naime, sadrzaj fenola je bio najveci u etanolnom ekstraktu listova (222,40
mg GAE/g) a nggman;ji u etanolnom ekstraktu cvetova (112,42 mg GAE/g), dok je sadrzaj
flavonoida bio u opsegu od 15,46 mg QE/g (etanolni ekstrakt stabla) do 49,81 mg QE/g
(etanolni ekstrakt listova). Metanolni ekstrakt nadzemnih delova dobijen sukcesivnom
ekstrakcijom je sadrzao nesto viSe flavonoida (42,67 mg QE/g) i znatno manje ukupnih
fenola (99,11 mg GAE/g) u odnosu na ongj dobijen individualnom ekstrakcijom (38,15 mg
QE/g, odnosno 180,89 mg GAE/g). Kao $to se moZe videti u Tabeli 6, ukupni sadrZaj
fenola i flavonoida u etanolnim i vodenim ekstraktima nadzemnih delova nije znaCajno

varirao u sezonamaA i B.

Etanolni i vodeni ekstrakti S. jurisicii su imali najvece prinose (kod nekih i iznad
15%), dok je prinos metanolnih, etil acetatnih i dihlorometanskih ekstrakata bio ispod 10%
(Tabela 7). Medu ekstraktima dobijenim serijom etanola rastucih koncentracija najefikasniji
rastvaraC je bio 50% etanol. NajveCi prinos zabeleZen je za ekstrakte listova (16,38 -
21,22%), a najnizi za ekstrakte stabala (7,44 - 11,52%). Prinosi vodenih i etanolnih

ekstrakata uzoraka sakupljenih u sezonama A i B su se znaCajno razlikovali (9,50% :
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17,26%, odnosno 11,18% : 6,52%). Sadrzg fenola u ispitivanim ekstraktima je varirao
izmedu 35,82 i 144,60 mg GAE/g, dok se sadrzaj flavonoida nalazio u opsegu od 9,44 do
41,26 mg QE/g (Tabela 7).

NajvecCi sadrzaj ukupnih fenola je zabeleZzen u 50% i 96% etanolnim ekstraktima
ove biljke (>100 mg GAE/g), dok su manje polarni rastvaraCi (etil acetat i dihlorometan)
najefikasnije ekstrahovali flavonoide (>40 mg QE/g) (Tabela 7). Etanolni ekstrakti stabala
su bili najsiromasniji ukupnim fenolima i flavonoidima, a ekstrakti listova najbogatiji, sa
izuzetkom 96% etanolnih ekstrakata gde je sadrzaj flavonoida bio najvisi u nadzemnom
delu. Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida se uglavnom nije znacajno razlikovao u uzorcima
sakupljenim tokom pracenih sezona sem u slucaju sadrZaja ukupnih fenola u etanolnom

ekstraktu koji je bio nesto visi u sezoni A.

Etanolni, metanolni i vodeni ekstrakti S. ringens su pokazali visi prinos (>5%) u
odnosu na etil acetatni i dihlorometanski ekstrakt (<2,5%) (Tabela 8). Etanolni ekstrakti
listova i cvetova su imali vece prinose (9,10% odnosno 8,42%) u poredenju sa ekstraktom
stabala (5,16%). Sadrzaji ukupnih fenola i flavonoida su bili najvidi u etil acetatnom
ekstraktu (248,38 mg GAE/g, odnosno 66,67 mg QE/g), neSto manji u etanolnom ekstraktu
listova (226,67 mg GAE/g, odnosno 38,62 mg QE/g), a najnizi u dihlorometanskom
ekstraktu gde je ukupnih fenola bilo ¢ak 4-5 puta manje (58,10 mg GAE/qg).

U poredenju sa drugim biljnim delovima, etanolni ekstrakt listova je bio najbogatiji
ukupnim fenolima i flavonoidima (226,67 mg GAE/g, odnosno 38,62 mg QE/g), dok je
ekstrakt stabla bio najsiromasniji (128,23 mg GAE/g odnosno 18,69 mg QE/g) (Tabela 8).
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Tabela 6. Sadrzaj ukupnih fenolai flavonoida u ekstraktima Salvia amplexicaulis.

Rastavarat Deo bilj ke (sezona) M etoda Prinos ekstrakta (%) Sadrzaj ukupnih fenola Sadrzaj flavonoida
ekstrakcije (mg GAE/qg) (mg QE/qg)

nadzemni deo (A) individulna 13,18 138,05 + 1,00 27,35+ 0,60
listovi (A) individulna 10,18 222,40 + 0,64 49,81 + 0,82
Etanol (96%) stablo (A) individulna 7,52 173,67 £1,27 28,77 £ 0,58
cvasti (A) individulna 14,14 112,42 + 0,60 21,85+1,85
nadzemni deo (B) individulna 14,01 136,30+ 1,79 25,77 + 0,56
nadzemni deo (A) individulna 14,32 226,30+ 1,18 17,87 + 0,09
Voda nadzemni deo (B) individulna 14,26 215,25 + 1,06 17,54 + 0,54
Heksan nadzemni deo (A) individulna 4,41 34,22+ 1,35 20,27 + 0,49
nadzemni deo (A) individulna 8,78 180,89+ 1,71 38,15 £ 0,97
listovi (A) individulna 8,16 154,33 £ 0,85 33,69 + 0,46
M etanol stabla (A) individulna 5,92 124,31 +1,16 15,46 +0,92
cvasti (A) individulna 12,00 140,31 + 0,37 20,59 +1,35
nadzemni deo (B) sukcesivna 3,86 99,11 + 0,74 4267+ 154
Etil acetat nadzemni deo (B) sukcesivna 0,87 7754 + 157 75,97 + 0,98
Dihlorometan nadzemni deo (B) sukcesivna 1,74 37,52 +0,51 38,39 + 0,54

Sezona (A) — biljni materijal sakupljen 2011. godine; sezona (B) - biljni materijal sakupljen 2012. godine
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Tabela 7. SadrZaj ukupnih fenola i flavonoida u ekstraktima Salvia jurisicii.

. M etoda ) Sadrzaj ukupnih fenola Sadrzaj flavonoida (mg
Rastavarac Deo biljke (sezona) B Prinos ekstrakta (%)
ekstrakcije (mg GAE/g) QE/g)

listovi (A) individualna 18,88 82,97 + 1,00 13,77+ 0,33
Etanol (10%) stabla (A) individualna 8,56 35,82+0,80 9,44+ 0,16
nadzemni deo (A) individualna 15,06 79,10 + 0,31 13,05+ 0,35
listovi (A) individualna 19,85 99,34 £ 0,67 16,67 £ 0,31
Etanal (30 %) stabla (A) individualna 9,76 89,13+ 0,15 11,59+ 0,35
nadzemni deo (A) individualna 17,38 92,60 + 0,40 16,10 + 0,19
listovi (A) individualna 21,22 141,55+ 1,90 19,85+ 0,28
Etanal (50 %) stabla (A) individualna 11,52 106,97 + 1,10 13,38+ 0,54
nadzemni deo (A) individualna 19,03 119,07 + 0,60 17,79+ 0,23
listovi (A) individualna 16,38 144,60 £ 1,18 27,87 0,47
stabla (A) individualna 7,44 119,02 £ 0,71 20,77 £ 0,41

Etanol (96 %) ) o
nadzemni deo (A) individualna 11,18 127,71+ 0,92 29,55+ 0.55
nadzemni deo (B) individualna 6,52 82,97 +0,14 30,18 + 0,39
nadzemni deo (A) individualna 9,50 81,03+ 0,22 32,36+ 0,73
Voda nadzemni deo (B) individualna 17,26 82,69+ 0,54 32,00+ 0,41
Heksan nadzemni deo (A) individualna 311 42,85+ 1.64 18,26 + 0,92
M etanol nadzemni deo (B) sukcesivna 6,69 55,74+ 1,24 21,56 + 0,49
Etil acetat nadzemni deo (B) sukcesivna 4,38 80,89 + 1,87 40,41 £ 0,85
Dihlorometan nadzemni deo (B) sukcesivna 2,16 61,45+ 0,38 41,26 + 0,51

Sezona (A) — biljni materijal sakupljen 2011. godine; sezona (B) - biljni materijal sakupljen 2012. godine



Tabela 8. Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida u ekstraktima Salvia ringens.

Rastavara¢ Deo biljke (sezona) M etoda Prinos ekstrakta (%) Sadrzaj ukupnih fenola (mg Sadrzaj flavonoida (mg
ekstrakcije GAE/g) QE/qg)
listovi (B) individualna 9,10 226,67 = 1,58 38,62 £ 0,67
stabla (B) individualna 5,16 128,23 £1,35 18,69 + 0,68
Etanol (96 %) ) o
cvetovi (B) individualna 8,42 202,75+ 1,77 31,97 £ 0,56
nadzemni deo (B) individualna 7,20 208,27 + 1,11 30,41 +0,64
Voda nadzemni deo (B) individualna 6,50 189,01 £ 0,70 22,64 + 0,90
M etanol nadzemni deo (B) sukcesivna 6,94 185,05 + 1,47 27,31+ 0,59
Etil acetat nadzemni deo (B) sukcesivna 1,37 248,38 + 0,46 66,67 + 1,46
Dihlorometan nadzemni deo (B) sukcesivna 2,39 58,10+ 0,51 32,31+0,43

Sezona (B) - biljni materijal sakupljen 2012. godine
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Prinos ekstrakata proucavanih vrsta varirao je u opsegu od 0,88 kod etil-acetatnog
ekstrakta nadzemnih delova S. amplexicaulis do 9,10% kod 96% etanolnog ekstrakta
listova S. ringens) (Tabele 6-8). Ovako Siroko variranje prinosa ekstrakata se moze pripisati
razlikama u hemijskom sastavu biljnih vrstai biljnih delova, vrsti rastvaraca, ekstrakcionim
procedurama i sezonama prikupljanja biljnog materijala. Prinos 165 ekstrakata 55 vrsta
roda Salvia poreklom iz Turske je bio u opsegu od 0,14% do 13,41% u zavisnosti od vrste
I rastvaraca (Senol i dr., 2010). Ekstrakti listova i cvetova tri prouCavane vrste su imali
najvece prinose, neSto manje ekstrakti nadzemnog dela biljke, a najmanje ekstrakti stabla.
Sli¢ne rezultate saopstili su i Velickovi¢ i dr. (2003) za etanolne ekstrakte S officinalis,
naime najveCi prinos su imali ekstrakti cvetova (3,50%), neSto manji ekstrakti listova
(3,10%), a ngmanji ekstrakti stabla (1,20%). Fiore i dr. (2006) su zabelezili prinose
metanolnih ekstrakata 6 vrsta roda Salvia poreklom iz Jordana koji su bili u opsegu od
118,00 mg/g do 183,00 mg/g, i istakli da su prinosi ekstrakata listova i nadzemnih delova
bili najveci. Do sli¢nih rezultata dosli su i StankoviC i dr. (2010) analiziraju¢i metanolne i
vodene ekstrakte Teucrium chamaedrys, gde su metanolni i vodeni ekstrakti nadzemnog

delai listovaimali najveci prinos.

U naSoj studiji najveci procenat prinosa izmeren je za vodene i etanolne ekstrakte
svih proucavanih vrsta, za kojima su sledili metanolni, a zatim heksanski, dihlorometanski i
etil acetatni ekstrakti. Ovgj rezultat je u saglasnosti sa rezultatima prethodnih studija gde su
ekstrakti dobijeni nepolarnim i manje polarnim rastavaCima pokazali nizi procenat prinosa
u odnosu na one dobijene alkoholom ili vodom (Akkol i dr., 2008; Senol i dr., 2010;
Stankovi€ i dr., 2010; Orhan i dr., 2007, 2012). Naime, Orhan i dr. (2012) su zabelezili
prinose metanolnog i etil acetatnog ekstrakta S. amplexicaulis poreklom iz Turske (3,05%
odnosno 2,79%) koji su slicni prinosima ekstrakata S. amplexicaulis proucavane u ovoj
studiji.

Na prinos ekstrakata uticala je i koncentracija rastvaraCa, tj. najveCi prinosi
ekstrakata dobijeni su koriscenjem 30% i 50% etanola. Kako pokazuju rezultati Nasri
(2012), prinos ekstrakta je rastao sa povecCanjem koncentracije etanola i dostizao
maksimum primenom 70 - 80% etanola nakon Cega je naglo opadao. Da je prinos
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ekstrakcije binarnim sistemom rastvaraca (alkohol/voda) visi od prinosa ekstrakcije samo
jednim od njih (alkohol ili voda) pokazale su i brojne druge studije (Durling i dr., 2007;
Cvetkovikj i dr., 2013; Dent i dr., 2013). Pérez-Bonilla i dr. (2013) su saopstili zavisnost
prinosa ekstrakata od sezone uzorkovanja, Ben Farhat i dr. (20133, 2014) od lokaliteta i
fenoloske faze, a Spigno i De Faveri (2007) od ekstrakcione procedure.

Sadrzaj ukupnih fenola je bio najvisi u ekstraktima S. ringens (58,10-248,38 mg
GAE/qg), nesto nizi u ekstraktima S. amplexicaulis (34,22-226,30 mg GAE/g) i najnizZi u
ekstraktima S. jurisicii (35,82 - 144,60 mg GAE/Q), dok je sadrZaj flavonoida opadao od
ekstrakata S. amplexicaulis (15,46 - 75,97 mg QE/g), preko ekstrakata S. ringens (18,59 -
66,77 mg QE/g) do ekstrakata S. jurisicii (9,44 - 41,26 mg QE/g). Ekstrakti S. ringens
anadizirani u ovom radu su imali znatno visi sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida od
metanolnih ekstrakata cvetova S. ringens poreklom iz Bugarske (Nikolova, 2011). NaSi
rezultati su u saglasnosti sa onima dobijenim od strane Tusevski i dr. (2014) koji su,
analizirajuci sadrzaj polifenola u metanolnim ekstraktima 27 lekovitih biljaka sakupljenih
na planini Galicici (Makedonija), nasli da je ekstrakt S. ringens bio medu najbogatijim

ukupnim fenolimai flavonoidima.

Sli¢no rezultatima naSe studije, Murérikova i dr. (2015) su izmerili 2-3 puta viSi
sadrzaj ukupnih fenola, posebno ruzmarinske kiseline, u metanolnom ekstraktu S
amplexicaulis u odnosu naiste ekstrakte S jurisicii kultivisane na dva lokaliteta u Ceskoj,
dok su Sgjewicz i dr. (2012) zabelezZili neSto visi sadrZaj flavonoida u ekstraktu S. jurisicii
nego u ekstraktu S. amplexicaulis sakupljenih u Poljskoj. SadrZzaji ukupnih fenola i
flavonoida u nasim uzorcima su slicni onima u etanolnim ekstraktima 14 vrsta roda Salvia
iz Turske (57,10 - 218.09 mg GAE/g, odnosno 8,29 - 108,78 mg QE/g) (Orhani dr., 2013),
kao i u metanolno-hloroformskim ekstraktima 16 vrsta ovog roda poreklom iz Juzne Afrike
(45,00 - 211,00 mg GAE/g) (Kamatou i dr., 2010), ali mnogo viSe nego u metanolnim
ekstraktima 8 vrstaiz Turske (50,30 - 101,20 mg GAE/g) (Tosuni dr., 2009).

Dobijeni rezultati pokazuju da su vodeni, etanolni i u manjoj meri metanolni
ekstrakti najbogatiji ukupnim fenolima $to je u saglasnosti sa literaturnim podacima (Akkol
i dr., 2008; Kosar i dr., 2011; Stagos i dr., 2012), a da su etil acetatni ekstrakti bogati
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flavonoidima Sto je u skladu sa rezultatima Orhan i dr. (2012) koji su pokazali da je etil
acetatni ekstrakt S. amplexicaulis poreklom iz Turske sadrzao vise flavonoida (58,40 mg
QE/g) nego metanolni ekstrakt (10,12 mg QE/Q).

lako se u literaturi navode razliiti odnosi etanola i vode u meSavinama za
ekstrakciju (Chew i dr., 2011; Wendakoon i dr., 2012; Dent i dr., 2013), rezultati ove
studije pokazuju da je najefikasniji ekstraktant totalnih fenola i flavonoida iz biljnog
materijala 96% etanol. Durling i dr. (2007) i Cvetkovikj i dr. (2013) su istakli da se
koriScenjem binarnog sistema rastvaraca, koji se sastoji iz 55 - 75% etanola ili metanola u

vodi, postiZe najveca efikasnost u ekstrahovanju polifenola iz biljnog materijala.

Sadrzaji ukupnih fenola i flavonoida su bili najvisi u ekstraktima nadzemnih delova
i listova, za kojim slede ekstrakti cvetovai stabala. Ovi rezultati su u skladu sa onim koje
su StankovicC i dr. (2010) saopstili za Teucrium chamaedrys. Naime, najvisi sadrzaj ukupnih
fenola izmeren je u vodenim, metanolnim i acetonskim, a flavonoida u acetonskim i etil
acetatnim ekstraktima nadzemnih delova i listova. U sluCaju S amplexicaulis, metanolni
ekstrakti razliCitih delova su sadrzali neSto viSe polifenola u odnosu na etanolne Sto se
poklapa sa rezultatima Sultana i dr. (2009) koji su nasli visi sadrzaj polifenola u
metanolnim, pre svega u 80% metanolnim, nego u etanolnim ekstraktima nekih lekovitih
biljaka.

U sluCaju etanolnih i vodenih ekstrakata S. amplexicaulis i S jurisicii uoCene su
neznatne ili male razlike u sadrzaju ukupnuh fenola i flavonoida u dve uzastopne sezone A
i B, Sto je u skladu sa litraturnim podacima za S. fruticosa (Dinger i dr., 2012), S. tomentosa
(Dinger i dr., 2013) i S officinalis (Ben Farhat i dr., 2014).

4.4. HPL C analiza fenolnih komponenti proucavanih vrsta
Kvalitativna i kvantitativna analiza fenolnih komponenti pet razli€itih ekstrakata
(dihlorometanski, etil acetatni, metanolni, etanolni i vodeni) tri vrste roda Salvia je izvrSena

pomocu tecne hromatografije (HPLC-DAD). Komponente su klasifikovane na osnovu
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Bolton i dr. (2008) i Neveu i dr. (2010), sadrzaj svake komponente je izrazen u procentima

I rezultati su prezentovani u Tabelama 9-11.

Analizom ekstrakata S. amplexicaulis je identifikovano ukupno 18 komponenti koje
su klasifikovane u tri glavne klase fenolnih jedinjenja. fenolne kiseline, flavonoidi
(ukljucujuci flavone i flavonole) i ostali polifenoli. Po broju identifikovanih polifenola
ekstrakti su rangirani kao metanolni> vodeni i etil acetatni> etanolni> dihlorometanski, a
prema sadrZaju identifikovanih komponenti metanolni> etanolni> vodeni> etil acetatni>
dihlorometanski (Tabela 9).

Medu fenolnim kiselinama su nadene kafenai ruzmarinska kiselina. Kafena kiselina
je bila prisutna u metanolnom, etanolnom i vodenom ekstraktu u opsegu 0,21 - 2,78%, dok
je ruzmarinska kiselina nadena u vodenom (6,70%) i metanolnom (3,92%) ekstraktu.
Sadrzaj flavonskih aglikona je bio najvisi u etil acetatnom ekstraktu, dok su glikozidi
flavona u najvecoj meri bili prisutni u vodenom i alkoholnim ekstraktima. Luteolin 5-O-
glukozid je identifikovan kao najzastupljenija komponenta medu flavonima, naroCito u
metanolnom ekstraktu (23,78%). Flavonoli su procentualno bili zastupljeniji u odnosu na
flavone, pri ¢emu je njihov procenat u alkoholnim i vodenom ekstraktu iznosio vise od
40%. Kempferol 3-O-(6”-O-acetilglukozid)-7-O-ramnozid i ostali glikozidi kempferola su
bili dominantni medu flavonolima, posebno u etanolnom (63,61%), a zatim metanolnom i
vodenom ekstraktu. Medu ostalim polifenolima, kumarin je bio prisutan samo u etil
acetatnom i dihlorometanskom ekstraktu (3,00%, odnosno 2,94%).

Kako pokazuju rezultati analize fenolnih komponenti, ekstrakti S. jurisicii sadrze
ukupno 17 komponenti klasifikovanih kao fenolne kiseline, flavonoidi (ukljucujuéi flavone
i flavonole) i ostali polifenoli (Tabela 10). Ekstrakti dobijeni primenom razlicitih rastvaraCa
se razlikuju po broju i sadrZaju identifikovanih komponenti, pri ¢emu su rasporedeni (od
najveceg ka najmanjem): metanolni> etanolni> etilacetatni> vodeni> dihlorometanski
(prema broju identifikovanih komponenti), metanolni> vodeni> etanolni> etil acetatni>
dihlorometanski (prema procentu identifikovanih komponenti).

Galna kiselina (u metanolnom i etanolnom ekstraktu) i kafena kiselina (samo u

metanolnom ekstraktu) su bile prisutne u veoma malom procentu (ispod 0,50%). Ekstrakti
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su sadrzali nesto viSe flavonola (sem u metanolnom ekstraktu). Medu flavonima, metanolni
ekstrakt je bio bogat glikozidima luteolina (posebno luteolin 5-O-(6"-O-malonilglukozida,
7,41%). Vodeni ekstrakt je sadrZzao viSi procenat glikozida genkvanina, od kojih je
genkvanin 5-O-(67-O-malonilglukozid identifikovan u svim ekstraktima, sa najvisim
procentom u metanolnom (7,30%). Medu flavonolima je identifikovano nekoliko glikozida
kempferola (<5%). Glikozidi kvercetina su bili viSe zastupljeni u vodenim i alkoholnim
ekstraktima, sa izuzetkom hiperozida koji je u najvecem procentu identifikovan u
dihlorometanskom i etil acetatnom ekstraktu (9,13%, odnosno 7,37%). Kumarin je bio
prisutan samo u etil acetatnom ekstraktu (1,61%).

Na osnovu dobijenih rezultata analize fenolnih komponenti, moze se videti da
ekstrakti S. ringens sadrze 17 fenolnih komponenti, klasifikovanih kao fenolne kiseline,
flavonoidi (ukljuCujuci flavone i flavonole) i ostali polifenoli. Broj i sadrzaj fenolnih
komponenti varira u zavisnosti od koris¢enog rastvaraCa, pa su po broju identifikovanih
komponenti ekstrakti rasporedeni u nizu (od najveceg ka najmanjem): metanolni> etil
acetatni> etanolni> vodeni> dihlorometanski, a prema njihovom sadrZaju kao metanolni>
vodeni> etanolni> etil acetatni> dihlorometanski (Tabela1l).

Galnakiselinai ruzmarinska kiselina su bile prisutne samo u metanolnom ekstraktu
S ringens (0,05%, odnosno 3,59%). Kafena kiselina je identifikovana u svim ekstraktima
sem dihlormetanskog, sa najvecim sadrZzajem u vodenom ekstraktu (8,27%). Flavonoli su
bili prisutni u veCem procentu u odnosu na flavone, naroCito u vodenom i alkoholnim
ekstraktima, gde su Cinili oko 60% ukupno identifikovanih komponenti. Analizirani
ekstrakti su u najvecem procentu sadrzali flavonolni glikozid kempferol 3-O-(6"-O-
acetilglukozid)-7-O-ramnozid, posebno u vodenom i etanolnom ekstraktu (48,19%,
odnosno 46,46%). Najvisi procenat hiperozida je kvantifikovan u dihlormetanskom
ekstraktu. Medu ostalim polifenolima, kumarin je bio prisutan u etil acetatnom, etanolnom i

posebno metanolnom ekstraktu sa sadrzajem 1,35 - 2,90%.
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Tabela 9. HPLC analizafenolnih komponenti Salvia amplexicaulis

Komponenta (%) Ekstrakti*

DHM ETAC MEOH ETOH \%
FENOLNE KISELINE

1 Kafenakiselina - - 0,21 0,48 2,78
Ruzmarinskakiselina - - 3,92 - 6,70
FLAVONOIDI
Flavoni

3 Apigenin - 0,62 0,19 - -

4 Apigenin 5-O-glukozid** - - 3,74 - -

5  Apigenin 4’-O-glukozid** - - 6,06 - 1,07

6  Genkwanin 5-O-glukozid** - - 343 0,86 -

7  Genkwanin 5-O-(6"-O-malonilglukozid)** 1,45 - 0,13 - -

8  Genkwanin 4’-O-glukozid** - 0.09 0,13 - -

9  Luteolin - 1,28 -

10 Luteolin 5-O-glukozid** - - 23,78 13,75 3,12
Flavonoli

11  Kempferol 3-O-(6”-O-malonilglukozid)-
7-O-glukozid malonilglukozid)-7-O-glukozid** ) 229 820 ) L9

12 Kempferol 3-O glukozid-7-O-ramnozid** - - 5,03 - -

13 Kempferol 3-O-(6”-O-acetilglukozid)-7-O-ramnozid** - 1,52 29,84 63,61 41,03

14 Kempferol 3-O- ramnozid** - - 0,52 - -

15 Kempferol 7-O- ramnozid** - - 0,22 - 1,37

16 Rutin** - - 5,80 0,98 -

17 Hiperozid** 5,42 5,48 0,08 0,60 -
OSTALI POLIFENOLI

18 Kumarin 2,94 3,00 - - -
UKUPAN SADRZAJ FENOLNIH KISELINA - - 4,13 0,48 9,48
UKUPAN SADRZAJ FLAVONIDA 6,87 11.28 87,15 79,80 47,78
Ukupan sadrzaj flavona 1,45 1,99 37,46 14,61 4,19
Ukupan sadrzZaj flavonola 5,42 9,29 49,69 65,19 43,59
UKUPAN SADRZAJ OSTALIH POLIFENOLA 2,94 3,00 - - -

UKUPAN SADRZAJ IDENTIFIKOVANIH
K OMPONENTI (%)
BROJ IDENTIFIKOVANIH KOMPONENTI 3 7 16 6 7

9,81 14,28 91,28 80,28 57,26

*Za pripremu ekstrakata su koris¢eni nadzemni delovi biljaka sakupljenih 2012. godine (sezona B); **tentativna
identifikacija; DHM - dihlorometanski, ETAC - etil acetatni, MEOH - metanolni, ETOH - etanolni, V - vodeni;
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Tabela 10. HPLC analiza fenolnih komponenti Salvia jurisicii.

Komponente (%) Ekstrakti*
DHM ETAC MEOH ETOH \%
FENOLNE KISELINE
1 Galnakiselina - - 0.16 0.14 -
2 Kafenakisdlina - - 0.38 - -
FLAVONOIDI
Flavoni
3 Apigenin - 215 - - -
4 Luteolin 5-O-glukozid** - - 4.35 1.86 -
5 Luteolin 5-O-(6"-O-malonilglukozid)** - - 7.41 3.96 0.82
6 Genkvanin 5-O-glukozid** - - 2.36 1.92 1.59
7 Genkvanin 5-O-(6"-O-mal onilglukozid)** 0.04 241 2.62 3.09 7.30
8 Genkvanin 4’-O-glukozid** - 3.26 - - -
Flavanoli
o Kempferol 3-O-(6"”-O-malonilglukozid)-7-O- ) ) 052 ) 208
glukozid**
10 Kempferol 3-O-soforozid** - 0,10 - - -
" Kempferol 3-O-(6"-O-acetilglukozid)-7-O- ) 045 245 ) )
ramnozid**
12 Kempferol 3-O glukozid** - - 1,54 1,62 -
13 Kempferol 7-O-ramnozid** - - 2,05 2,35 3,49
14  Kvercetin 0,08 5,10 3,29 4,95
15  Kvercetin 3,7-O-diglukozid** - - 0,42 0,30 4,53
16  Hiperozid** 9,13 7,37 2,82 5,80 -
OSTALI POLIFENOLI
17  Kumarin - 1,61 - - -
UKUPAN SADRZAJ FENOLNIH KISELINA - - 0,54 0,14 -
UKUPAN SADRZAJ FLAVONIDA 9,17 15,82 31,64 24,19 25,66
Ukupan sadrzaj flavona 0,04 7,82 16,74 10,83 9,71
Ukupan sadrzaj flavonola 9,13 8,00 14,90 13,36 15,95
UKUPAN SADRZAJ OSTALIH POLIFENOLA - 1,61 - - -

UKUPAN SADRZAJ IDENTIFIKOVANIH
K OMPONENTI (%)
BROJ IDENTIFIKOVANIH KOMPONENTI 2 8 13 10 7

9,17 17,43 32,18 24,33 25,66

*Za pripremu ekstrakata su koriSéeni nadzemni delovi biljaka sakupljenih 2012. godine (sezona B); **tentativna
identifikacija; DHM - dihlorometanski, ETAC - etil acetatni, MEOH - metanolni, ETOH - etanolni, V - vodeni;
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Tabela 11. HPLC analiza fenolnih komponenti Salvia ringens.

Komponente (%) Ekstrakti*

DHM ETAC MEOH ETOH \%
FENOLNE KISELINE

1 Gdnakisdina - - 0,05 - -
2  Kafenakiselina - 0,18 0,51 1,28 8,27
3 Metiletar kafene kiseline** - - 0,30 - -
4 Ruzmarinskakiselina - - 3,59 - -
FLAVONOIDI
Flavoni
5 Apigenin - 1,64 0,13 1,32 -
6  Apigenin 5-O-glukozid** - - 331 - -
7  Apigenin 4’-O-glukozid** - 0,03 1,71 - 1,40
8  Genkvanin 5-O-glukozid** - 1,39 - - -
9 Lutedlin - 2,68 0,60 2,21 -
Flavonoli
10 Kempferol 3-O-7-O-diglukozid** - 1,18 - - -
11  Kempferol 3-O-glukozid-7-O-ramnozid** - - 1,67 - -
12 Kempferol 3-O-(6"-O-acetilglukozid)-7-O-ramnozid** - 12,00 28,71 46,46 48,19
13 Kempferol 3-O-ramnozid** - 0,71 0,20 - -
14 Rutin** - 0,25 17,31 7,74 8,54
15 Kvercetin - 1,44 - - -
16 Hiperozid** 12,81 2,64 5,99 2,83 -
OSTALI POLIFENOLI
17  Kumarin - 1,35 2,90 1,72 -
UKUPAN SADRZAJ FENOLNIH KISELINA - 0,18 4,45 1,28 8,27
UKUPAN SADRZAJ FLAVONIDA 12,81 23,96 59,63 60,56 58,13
Ukupan sadrzZaj flavona - 574 575 3,53 1,40
Ukupan sadrZaj flavonola 12,81 18,22 53,88 57,03 56,73
UKUPAN SADRZAJ OSTALIH POLIFENOLA - 1,35 2,90 1,72 -
UKUPAN SADRZAJ IDENTIFIKOVANIH 12,81 25,49 66,98 63,56 66,39
K OMPONENTI (%)
BROJ IDENTIFIKOVANIH KOMPONENT]I 1 12 14 7 4

*Za pripremu ekstrakata su koris¢eni nadzemni delovi biljaka sakupljenih 2012. godine (sezona B); **tentativna
identifikacija; DHM - dihlorometanski, ETAC - etil acetatni, MEOH - metanolni, ETOH - etanolni, V - vodeni;
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Ekstrakti analiziranih vrsta zalfija sadrzali su tri glavne grupe polifenola: fenolne
kiseline, flavonoide (ukljucujuci flavone i flavonole) i ostale polifenole. Prema broju i
ukupnom sadrZaju identifikovanih komponenti, najvise polifenola su sadrzali metanolni,
zatim vodeni i etanolni, i na kraju etil acetatni i dihlorometanski ekstrakti, Sto je u skladu sa
rezultatima prethodnih studija na vise vrsta zalfija (Akkol i dr., 2008; Kosar i dr., 2011,
Orhan i dr., 2012; Kontogianni i dr., 2013), koje su pokazale da sadrzaj ekstrahovanih
polifenola raste sa povecanjem polarnosti rastvaraca (Akkol i dr., 2008; Orhan i dr., 2012).
Medutim, rezultati prethodnih studija su pokazali da je broj i prinos ekstrahovanih
polifenolnih komponenti zalfija bio manji prilikom ekstrakcije jednim od rastvaraca
(alkohol ili voda), nego meSavinom rastvaraca (alkohol/voda), jer se na taj naCin postize
ekstrakcija komponenata Sireg spektra polarnosti (Durling i dr., 2007; Cvetkovikj i dr.,
2013; Dent i dr., 2013). Naime, najveca efikasnost ekstrakcije fenolnih kiselina, flavonoida
I derivata diterpena iz ekstrakata 108 uzoraka zalfija iz Juzne Evrope je postignuta
koris¢enjem ultrazvucnog kupatila, 70% metanola i 70% etanola i temperature od 40 °C
(Cvetkovikj i dr., 2013).

Ukupni sadrzaj identifikovanih polifenolnih komponenti je bio najvisi u ekstraktima
S amplexicaulis (9,81 - 91,28%), zatim u ekstraktima S. ringens (12,81 - 66.98%) i S
jurisicii (9,17 - 32,18%). U prethodnim studijama je saopSteno da je sadrzaj polifenola
varirao u zavisnosti od vrste (Kamatou i dr., 2010; Coisin i dr., 2012), uslova stanista i
fenoloskih faza (Ben Farhat i dr., 2013a, 2014), sezona prikupljanja materijala (Dincer i dr.,
2012), kao i u ekstraktimarazlicitih delova jedneiste biljke (Li i dr., 2015).

Medu fenolnim kiselinama, istrazivane vrste su sadrzale kafenu, ruzmarinsku i
ganu kiselinu, i to uglavnhom u metanolnim, etanolnim i vodenim ekstraktima. Kafena
kiselina je bila prisutna kod sve tri vrste Zalfija, sa najveCim sadrZzajem u ekstraktima S
ringens (0,18 - 8,27%), Sto je u skladu sa Kamatou i dr. (2010) koji su izmerili sadrzaj
kafene kiseline u metanolnim ekstraktima 16 vrsta zalfija ispod 10%. Kafena i ruzmarinska
kiselina su pronadene u vodeno-metanolnom ekstraktu S ringens u koncentracijama od
0,05%, odnosno 4,33% (Zupkd i dr., 2001).
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U ovoj studiji, ruzmarinska kiselina je bila prisutna kod S amplexicaulis i S.
ringens sa sadrZzajem manjim 10%, $to je u skladu sa rezultatima koje su saopstili Zupké i
dr. (2001), Li et al. (2015) i Murérikova i dr. (2015). Kod S. jurisici ova kiselina nije
detektovana, iako je ranije pronadena u metanolnim ekstraktima ove biljke kultivisane u
Poljskoj (Sajewicz i dr., 2011) i Cekoj (Murarikova i dr., 2015). Ruzmarinska kiselina je
najces¢i derivat kafene kiseline u familiji Lamiaceae (Lu i Foo, 2002) i najzastupljenija
fenolna kiselina vrsta roda Salvia (Lu i Foo, 2000; Kamatou i dr., 2005, 2010; Akkol i dr.,
2008; Ben Farhat i dr., 2009, 20133, 2014; Kosar i dr., 2011; Askun i dr., 2012; Dinger i
dr., 2012; Orhani dr., 2012; Coisini dr., 2012; Li i dr., 2015).

Uzorci S jurisicii kultivisane u Poljskoj su u najvetem procentu sadrzali
hlorogensku, a zatim ruzmarinsku i kafenu kiselinu, dok galna kiselina nije detektovana
(Sgjewicz i dr., 2011). Orhan i dr. (2012) su su identifikovali osam fenolnih kiselina u
metanolnom i etil acetatnom ekstraktu S. amplexicaulis iz Turske, ukljucujuéi kafenu i
ruzmarinsku kiselinu. Spektrofotometrijski odreden sadrzaj ruzmarinske Kiseline je bio
trostruko Visi u metanolnom ekstraktu S. amplexicaulis kultivisane u Ce$koj u odnosu na
isti ekstrakt S. jurisicii (Murarikovai dr., 2015). Metanolni ekstrakt S. ringens iz Rumunije
sadrzao je 20 - 100 puta viSe ruzmarinske kiseline u odnosu na kafenu, p-kumarnu i
hlorogensku kiselinu (Coisin i dr., 2012). Galna kiselina je detektovana u ekstraktima S
jurisicii i S ringens u veoma niskom procentu (<0,2%), Sto je u skladu sa rezultatima za
pojedine vrste Zalfija iz Turske (Akkol i dr., 2008; Kosar i dr., 2011; Dinger i dr., 2012).

U naSem istrazivanju, ekstrakti su sadrzali 2 - 10 puta vecu koli€inu flavonola u
odnosu na flavone, za razliku od istrazivanja Kharazian (2013, 2014) koji je kao
dominantnu klasu flavonoida iranskih vrsta zalfija istakao flavone. Lee i dr. (2011a) su
pokazali da acetonski ekstrakti testiranih vrsta Zalfija sadrze 1,5 - 3 puta niZi sadrZaj

flavona u odnosu na ekstrakte lavande, ruzmarinai bosiljka.

Medu flavonima su identifikovani apigenin, luteolin, genkvanin i njihovi glikozidi
koji su i ranije opisani kao Ceste flavonske komponente ekstrakata zalfija (Lu i Foo, 2002;
Akkol i dr., 2008; Kosar i dr., 2011; Coisini dr., 2012; Ibrahim, 2012). Flavonski aglikoni

su bili najcesCi u etil acetatnom ekstraktu, a njihovi glikozidi u vodenom i alkoholnim
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ekstraktima, kao Sto je pokazano za luteolin i luteolin glikozid u ekstraktima turskih vrsta
zalfija (Akkol i dr., 2008; Kosar i dr., 2011). Apigenin je detektovan kod svih vrsta, ai
njegovi glikozidi nisu detektovani kod S jurisicii, kao ni luteolin. Luteolin glikozidi su bili
Ced¢i od aglikona, narocCito luteolin 5-O-glukozid u ekstraktima S. amplexicaulis (3,12 -
23,78%). Genkvanin glikozidi su bili prisutni kod ekstrakata sve tri vrste, sa najveCom
zastupljenos¢u u ekstraktima S. jurisicii (0,04 - 7,30%).

U ekstraktima sve tri vrste Zalfija, naroCito alkoholnim i vodenim, najzastupljeniji
flavonoli su bili kempferol glikozidi. Medu njima, kempferol 3-O-(6"-O-acetilglukozid)-7-
O-ramnozid bio je prisutan u pojedinim ekstraktima S amplexicaulis i S ringens sa
priblizno 30-60%. Kempferol nije detektovan u ekstraktima 16 vrsta Salvia iz Juzne Afrike
(Kamatou i dr., 2010), za razliku od ekstrakata S fruticosa (Dinger i dr., 2012), dok su

njegovi glikozidi identifikovani u iranskim vrstama Zalfija (Kharazian, 2013, 2014).

U ekstraktima testiranih vrsta su identifikovani kvercetin i njegovi glikozidi,
ukljucujuci hiperozid i rutin. Kvercetin je uglavnom bio prisutan u vodenom i metanolnom
ekstraktu S jurisicii sa udelom do 5%, a sliCan procenat je izmeren ranije u ekstraktima
Zalfija (Dinger i dr., 2012; Ibrahim, 2012; Kharazian, 2014), dok je u nekim uzorcima
zalfija potpuno odsustvovao (Askun i dr., 2012). Hiperozid je detektovan kod svih
proucavanih vrsta (0,08 - 12,87%), uglavnom u dihlormetanskim, a zatim etil acetatnim i
metanolnim ekstraktima sa najvecim procentom u ekstraktima S ringens. Sli¢no
hiperozidu, neki glikozidi su ranije nadeni u vec¢im koliC¢inama u nepolarnim u poredenju sa
polarnim rastvaraCima, kao Sto je rutin hidrat u hloroformskim ekstraktima nekih vrsta
Lamiaceae (Askun i dr., 2012). Rutin je identifikovan u alkoholnim i vodenim ekstraktima
S amplexicaulis i posebno S ringens Ciji je metanolni ekstrakt sadrzao najvisi procenat
ovog glikozida (17,31%). Ova glikozid je detektovan ranije u metanonlim ekstraktima S.
fruticosa (Dinger i dr., 2012), dostizuci maksimalan sadrzaj u etil acetatnim ekstraktima
nekih vrsta Salvia (Askuni dr., 2012).

Literaturni podaci o flavonoidima istrazivanih vrsta dostupni su za S ringens, gde
su Nikolova i dr. (2006) detektovali povrSinske flavone i flavonole u eksudatu listova

bugarske S ringens. U metanolnom ekstraktu ove biljke iz Rumunije detektovani su
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luteolin, apigenal i apigenin-7 glukozid, dok luteolin glukozidi nisu detektovani (Coisin i
dr., 2012), kao ni u nasoj studiji. S druge strane, Sajewicz i dr. (2011) nisu pronasli luteolin

I kempferol u uzorcimakultivisane S. jurisicii.

Lu i Foo (2002) medu najces¢im flavonskim konstituentima Zalfija navode apigenin
i lutelin, kao i njihove derivate, ukljuCujuci apigenin 7-metiletar (genkvanin), dok su
flavonolni derivati uglavnom izvedeni iz kempferola i kvercetina. Generalno, flavonoidi
identifikovani u ekstraktima Zalfija u ovoj studiji ukljucujuci apigenin, luteolin, genkvanin,
kempferol, kvercetin i njihove glikozide su opisani kao konstituenti ekstrakata mnogih vrsta
Salvia (Lu i Foo, 2002; Akkal i dr., 2008; Askun i dr., 2009; Ben Farhat i dr., 2009, 20133,
2014; Kamatou i dr., 2010; Kosar i dr., 2011; Ibrahim, 2012; Kontogianni i dr., 2013).

Medu ostalim polifenolima u svim vrstama je detektovan kumarin (< 3,00 %), i to u
svim tipovima ekstrakata sem vodenog. Kumarin je u niskom sadrzaju naden i u
metanolnim ekstraktima S. jurisicii kultivisane u Poljskoj, kao i skopoletin (Sajevicz i dr.,
2011). U ekstraktima nekih vrsta Salvia su detektovani eskuletin, herniarin i sagekumarim
(Lu i Foo, 2002). Medu acetonskim ekstraktima 28 vrsta familije Lamiaceae, Lee i dr.
(2011a) su izmerili ngjvisi sadrzaj kumarina u ekstraktima nekoliko vrsta Zalfija (90,80

pg/mg), odnosno 9,08%.

4.5. Antioksidativna aktivnost etarskog uljai ekstrakata proucavanih vrsta

Antiksidativna aktivnost etraskih ulja i ekstrakata istrazivanih vrsta Salvia, kao i
komercijalnih antioksidanasa (BHA, BHT i askorbinska kiselina) je merena pomocu Cetiri
testat DPPH, ABTS, FRAP i [3-karoten/linolnakiselina (3-CB) test (Tabele 12-14).

Vodeni, pojedini metanolni i etanolni ekstrakti S. amplexicaulis su pokazali jacu
aktivnost u odnosu na BHT (17,94 pg/mL) u DPPH testu, posebno metanolni ekstrakt
nadzemnog dela u sezoni B (15,09 ug/mL). Aktivnosti etil acetathog, heksanskog i
dihlormetanskog ekstrakta su bile i do 40 puta slabije (196,51 - 593,19 yg/mL). Etanolni,
vodeni i metanolni ekstrakti (u koncentraciji od 1 mg/mL) su pokazali najsnazniju ABTS
aktivnost (iznad 2,00 mg AAE/g), blisku vrednosti antioksidanasa BHA i BHT (u
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koncentraciji 0,1 mg/mL). Etil acetatni, heksanski i dihlorometanski ekstrakti su pokazali
znatno nizu aktivnost (ispod 1,00 mg AAE/g). FRAP vrednosti ekstrakata (0,50 mg/mL) su
varirale od 112,39 za etil acetatni do 1406,73 umol Fe(ll)/g za vodeni ekstrakt uzorka
sezone A. U 3-CB testu, vodeni i etanolni ekstrakt su inhibirali oksidaciju [3-karotena sa
efikasnoSc¢u od priblizno 40% (Tabela 12).

Poredeci ekstrakate razliCitih delova S amplexicaulis, uoava se da su etanolni
ekstrakti generalno ispoljili jau DPPH aktivnost u odnosu na metanolne. Medu njima,
etanolni ekstrakt listova se pokazao kao ngjefikasniji antioksidans (16,07 ug/mL), za kojim
slede ekstrakti stabla, nadzemnog delai cvasti.

Vodeni ekstrakti nadzemnih delova sezone A su pokazali jaCu antioksidativnu
aktivnost u odnosu na one iz sezone B. Sto se tice etanolnih ekstrakata nadzemnih delova
dve sezone, DPPH aktivnost se nije znaCajno razlikovala. Metanolni ekstrakt nadzemnih
delova sezone B koji je dobijen sukcesivnom ekstrakcijom se pokazao kao efikasniji hvatac
DPPH dobodnih radikala u odnosu na metanolni ekstrakt nadzemnih delova sezone A
dobijen individualnom ekstrakcijom.

U DPPH testu, etanolni ekstrakti S. jurisicii, posebno oni dobijeni 50% i 96%
etanolom, su pokazali najjaCu aktivnost (<125,00 pyg/mL), za kojima su sledili metanolni i
vodeni ekstrakti. Metanolni i pojedini 50% i 96% etanolni ekstrakti su se pokazali
najefikasnijim u ABTS testu sa vrednostima iznad 1,50 mg AAE/g. Metanolni ekstrakt
nadzemnih delova biljaka sakupljenih u sezoni B se izdvojio naroCito visokom FRAP
vrednos¢u (476,22 pmol Fe(I1)/g) u odnosu na druge ekstrakte (<300 pmol Fe(l1)/g). U 3
CB testu su etanolni i vodeni ekstrakti pokazali slican procenat inhibicije oksidacije 13-
karotena (oko 40%), dok je metanolni ekstrakt pokazao znatno dlabiju aktivnost. U
poredenju sa pomenutim ekstraktima, heksanski, etil acetatni i dihlormetanski ekstrakti su
pokazali viSestruko slabiju antioksidativnu aktivnost u svim testovima. Imajuci u vidu
testirane koncentracije, ekstrakti S jurisicii su pokazali slabiju antioksidativnu aktivnost u
odnosu na komercijalne antioksidanse BHA, BHT i askorbinsku kiselinu (Tabela 13)..

U DPPH testu, ICsy vrednosti etanolnih ekstrakata celih nadzemnih delova i

odvojenih listova i stabala S jurisicii su bile u opsegu 95,81-246,39 pg/mL.
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Najaktivninijim u eliminisanju DPPH radikala su se pokazali etanolni ekstrakti celih
nadzemnih delova, narocito 50% (95,81 pg/mL) i 96% (97,10 pg/mL), za kojima su sedili
ekstrakti listova i stabala. Etanolni ekstrakt listova (96%) je pokazao najvisSe vrednosti u
ABTS testu (1,76 mg AAE/Q), dok su ostali etanolni ekstrakti u odnosu na ABTS aktivnost
bili rangirani kao 50%> 30%> 10% i listovi> nadzemni delovi> stabla.

Poredeci sezone A i B, moZe se primetiti da je vodeni ekstrakt S. jurisicii sakupljene
u sezoni B pokazao snazniji antioksidativni kapacitet u DPPH i ABTS testu. U slucaju 96%
etanolnih ekstrakata nadzemnih delova, uzorak sezone A je pokazao nesto jacu aktivnost u
DPPH testu, auzorak sezone B u ABTS testu.

DPPH aktivnost ekstrakata S. ringens izmerena je u opsegu |Cso vrednosti od 17,26
png/mL (etanolni ekstrakt) do 266,22 pg/mL (dihlorometanski ekstrakt) (Tabela 14). Usled
veoma niskog prinosa, antioksidativna aktivnost etarskog ulja je izmerena samo DPPH
testom, gde je ulje ispoljilo ekstremno slabiju aktivnost u odnosu na ekstrakte (1Cso 654,33
png/mL). Nasuprot metanolnom i dihlormetanskom ekstraktu, etanolni, vodeni i metanolni
ekstrakti su ispoljili snaznu ABTS aktivnost (iznad 2 mg AAE/g) blisku vrednostima BHA
i BHT na 10 puta niZoj koncentraciji. Slicno tome, najvise FRAP vrednosti su izmerene za
etanolni ekstrakt (1088,30 pumol Fe(ll)/g), a najnize za dihlorometanski ekstrakt (191,13
umol Fe(l)/g). U R-CB testu je najveci procenat inhibicije izmeren za etanolni ekstrakt
(84,04%), koji je bio visi nego u slucaju komercijalnih antioksidanasa (17,82 - 57,71%).

U odnosu na DPPH aktivnost, etanolni ekstrakti cele biljke i razliCitih delova mogu
biti rangirani (od najjaCeg ka najslabijem): nadzemni deo> cvetovi> listovi> stabla, a u
ABTS testu kao cvetovi> listovi> nadzemni deo> stabla. Etanolni ekstrakt nadzemnog dela
biljke je pokazao nesto jacu aktivnost (17,26 ug/mL) u odnosu na komercijalni antioksidans
BHT (17,94 pg/mL).
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Tabela 12. Antioksidativna aktivnost ekstrakata Salvia amplexicaulis.

Ekstrakt/ Metoda DPPH test ABTStest FRAP test B-CB test
Deo biljke (sezona)
standard ekstrakcije (ICso, pg/mL) (mg AAE/Q) (umol Fe(11)/g) (% inhibicije)
nadzemni deo (A) individualna 28,74 + 0,96 nt nt nt
listovi (A) individualna 16,07 £ 0,04 nt nt nt
Etanolni (96 %) stabla (A) individualna 22,53+0,14 nt nt nt
cvasti (A) individualna 32,29 + 0,46 nt nt nt
nadzemni deo (B) individualna 27,80 = 0,36 2,82 +0,01% 979,36+ 9,75° 40,43 +0,92°
Voden nadzemni deo (A) individualna 14,21 +0,33 2,91 +0,022 1406,73 + 8,06° nt
nadzemni deo (B) individualna 15,83 + 0,08 2,78 +0,022 1372,71 + 8,66° 41,76 +113°
nadzemni deo (A) individualna 21,28+ 0,06 nt nt nt
listovi (A) individualna 23,27 + 0,08 nt nt nt
Metanolni stabla (A) individualna 26,08+ 0,19 nt nt nt
cvasti (A) individualna 28,42+ 0,24 nt nt nt
nadzemni deo (B) sukcesivna 15,09 £ 0,44 2,44 +0,02° 1178,90 + 7,30° 13,30 + 1,84°
Heksanski nadzemni deo (A) individualna 335,76 + 17,94 0,18 + 0,022 nt nt
Etil acetatni nadzemni deo (B) sukcesivna 196,51 + 4,61 0,69 + 0,022 112,39 + 3,69° nt
Dihlorometanski nadzemni deo (B) sukcesivna 593,19 + 14,92 0,38 + 0,012 116,97 + 7,95° nt
BHT / / 17,94 £ 0,17 2,75+ 0,02° 44534 +7,77° 57,71 + 3,39°
BHA / / 13,37+ 0,43 2,82+ 0,01° 583,72 + 5,26° 53,72+ 2,26
Askorbinskakiselina / / 511+0,14 nt 180,81 + 8,61° 17,82+ 1,13°

Sezona (A) — biljni materijal sakupljen 2011. godine; sezona (B) - biljni materijal sakupljen 2012. godine; koncentracija uzorka: 1 mg/mL; °0.5 mg/mL; 0.1 mg/mL; nt-

nije testirano
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Tabela 13. Antioksidativna aktivnost ekstrakata S. jurisicii.

Ekstrakt/ . M etoda DPPH test ABTStest FRAP test 3-CB test
Deo biljke (sezona)
standard ekstrakcije (I1Csp, pg/mL) (mg AAE/qQ) (umol Fe(l1)/g) (% inhibicije)
Listovi (A) individualna 210,19+ 1,11 1,23+ 0,032 nt nt
Etanolni (10%) Stabla (A) individualna 246,39 + 1,22 0,77 £ 0,012 nt nt
Nadzemni deo (A) individualna 176,48 +1,24 0,98 + 0,01° nt nt
Listovi (A) individualna 131,39+ 1,01 1,46 +0,03° nt nt
Etanolni (30%) Stabla (A) individualna 131,13+ 1,18 1,14 + 0,022 nt nt
Nadzemni deo (A) individualna 112,27 +0,77 1,29 + 0,05° nt nt
Listovi (A) individualna 113,10+ 0,91 1,65 + 0,02° nt nt
Etanolni (50%) Stabla (A) individualna 106,82 + 0.89 1,18 + 0,02° nt nt
Nadzemni deo (A) individualna 95,81 + 0.63 1,42 + 0,04 nt nt
Listovi (A) individualna 125,36 +0.38 1,76 +0,01° nt nt
Stabla (A) individualna 100,64 +0.21 1,35+ 0,02° nt nt
Etanol (96%) ) o
Nadzemni deo (A) individualna 97,10+ 0.20 1,51 + 0,022 nt nt
Nadzemni deo (B) individualna 134,31+ 0,25 1,60 + 0,03 279,44 + 8, 45° 39,36+ 2,26"
Vodeni Nadzemni deo (A) individualna 212,24 +0.92 1,15 + 0,06° 290,14 + 6,88° nt
Nadzemni deo (B) individualna 163,45+ 0,70 1,34+ 0,06° 277,14+ 8,61° 29,79 +1,27°
Heksanski Nadzemni deo (A) individualna 419,23 + 4,08 0.12 +0,03% nt nt
Metanolni Nadzemni deo (B) sukcesivna 148,69 + 1,19 1,70 + 0,03 476,22 + 10,15 14,36 + 1,84°
Etil acetatni Nadzemni deo (B) sukcesivna 550,78 + 7,03 0,74 +0,03° 100,92 + 2,95° nt
Dihlorometanski Nadzemni deo (B) sukcesivna 1243,38 + 23,65 0,43 + 0,042 148,32 + 3,50° nt
BHT / / 17,94 £ 0,17 2,75+ 0,02° 44534 + 7,77° 57,71 + 3,39°
BHA / / 13,37+ 0,43 2,82 +0,01° 583,72 + 5,26° 5372+2,26°
Askorbinskakiselina / / 511+0,14 nt 180,81 + 8,61° 17,82 £1,13°

Sezona (A) — biljni materijal sakupljen 2011. godine; sezona (B) - biljni materijal sakupljen 2012. godine; koncentracija uzorka: 1 mg/mL; 0.5 mg/mL; €0.1 mg/mL; nt-

nije testirano
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Tabela 14. Antioksidativna aktivnost etarskog uljai ekstrakata S. ringens.

Uzorak/ . Metoda DPPH test ABTStest FRAP test 3-CB test
Deo biljke (sezona) . o
standard ekstrakcije (ICsq, pg/mL) (mg AAE/Q) (umol Fe(1/g) (% inhibnicije)
o o 2,87+ 0,01°
Listovi (B) individualna 24,17 + 0,27 nt nt
Etanolni o 2,06 + 0,02°
Stabla (B) individualna 50,88 + 0,82 nt nt
(96 %)
Cvetovi (B) individual na 20,98 + 0,99 2,92 +0,01° nt nt
Nadzemni deo (B) individualna 17,26 + 0,41 2,44+ 0,03 1088,30 + 17,66" 84,04 + 4,22
V odeni Nadzemni deo (B) individual na 23,44+ 0,31 2,42 +0,02° 615,44 + 6,72 73,40 + 4,02°
Metanolni Nadzemni deo (B) sukcesivna 20,29 + 0,26 1,19 + 0,03% 274,85 +13,19° 21,28+ 1,84°
Etil acetatni Nadzemni deo (B) sukcesivna 22,25+ 0,57 2,36 + 0,03° 969,80 + 25,24 nt
Dihlorometanski Nadzemni deo (B) sukcesivna 266,22 + 4,21 0,58 + 0,022 191,13 + 11,02° nt
Etarsko ulje Nadzemni deo (B) / 654,33 £ 6,52 nt nt nt
BHT / / 17,94+ 0,17 2,75+ 0,02° 44534 + 7,77° 57,71 + 3,39
BHA / / 13,37+ 0,43 2,82+ 0,01° 583,72 + 5,26° 53,72 £ 2,26"
Askorbinska b
o / / 511+0,14 nt 180,81 + 8,61° 17,82+ 1,13
kiselina

Sezona (B) - biljni materijal sakupljen 2012. godine; koncentracija uzorka: 1 mg/mL; °0,5 mg/mL; 0,1 mg/mL; nt - nije testirano
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Na osnovu izloZenih rezultata moze se primetiti da je antioksidativna aktivnost
ekstrakata tri vrste Zalfija varirala u zavisnosti od rastvaraca, dela biljke koji se koristi za
ekstrakciju, izbora ekstrakcione metode, sezone prikupljanja materijala, kao i testa za
evaluaciju antioksidativne aktivnosti.

Generalno, vodeni i akoholni (etanolni i metanolni) ekstrakti svih analiziranih
biljka su pokazali viSestruko jaCe antioksidativho dejstvo u odnosu na etil acetatne,
dihlorometanske i heksanske ekstrakte, sa izuzetkom etil acetatnog ekstrakta S. ringens Cija
je antioksidativna aktivnost veoma bliska aktivnostima vodenih i alkoholnih ekstrakata u
primenjenim testovima, Sto je u skladu sa rezultatima studije S. halophila (Kosar i dr.,
2011). Ekstrakti 55 vrsta Salvia dobijeni sukcesivnom ekstrakcijom, koris¢enom i u ovom
radu, su pokazali se po aktivnosti u DPPH testu rangirali kao metanolni> etil acetatni>
dihlorometanski (Senol i dr., 2010). Ekstrakti dobijeni 50% etanolom su efikasnije
redukovali DPPH- i ABTS" radikale u odnosu na one dobijene 96% etanolom ili Cistom
vodom. Dodavanjem vode u ekstrakcionu smeSu alkohol/voda se povecava polarnost
ekstraktanta (Tiwari i dr., 2011), Sto je potvrdeno ranijim studijama na lekovitim biljkama
(Sultana i dr., 2009; Chew i dr., 2011; Emanuel i dr., 2011; Lee i dr., 2011b). Fenolne
komponente ekstraktibilne u polarnoj frakciji poseduju grupe koje ih Cine polarnim i koje
donirgju elektrone (posebno hidroksilne grupe) u o- ili p- poloZaju. Takav polozaj im
omogucCava da lakSe interaguju sa slobodnim radikalima, odnosno da ispolje
antioksidativnu aktivnost (Tepe, 2008).

Mada su rezultati varirali u zavisnosti od vrste i koris¢enog rastvaraCa, ekstrakti
celih nadzemnih delova i ekstrakti listova su generalno pokazali veCi antioksidativni
kapacitet u odnosu na ekstrakte stabala i cvetova. SliCne varijacije su ranije opisane u
studijama roda Teucrium (Stankovi¢ i dr., 2010, 2011a). Rezultati nekoliko studija grupe
autoraiz Tunisa (Ben Farhat i dr., 2009, 2013a,b,c, 2014, 2015) ukazuju da antioksidativna
aktivnost metanolnih ekstrakata nekoliko vrsta Zalfija, merena DPPH, ABTS i FRAP

testom, varira zavisno od lokaliteta i fenoloSke faze u kojoj je prikupljen biljni materijal.

Ispitivanje antioksidativne aktivnosti biljaka, ukljucujuéi i mnogobrojne vrste roda
Salvia, se najcedce vrsi paralelnom primenom vise testova kako bi se dobila potpunija slika
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0 antioksidativnom dejstvu, Sto umnogome otezava poredenje dobijenih rezultata (Pizzale i
dr., 2002). Sem toga, autori koriste razliCite varijante istog testa i veoma heterogene nacine

prezentovanja rezultata, $to u znacajnoj meri oteZzava njihovu komparaciju.

U ovom radu, rezultati DPPH testa su prezentovani kao ICso vrednost koja
predstavlja koncentraciju uzorka koja neutraliSe 50% pocCetne koncentracije DPPH-
radikala, odnosno redukuje 50% boje rastvora DPPH (Molyneux, 2004). lako je ICs
vrednost najceSCe korisCeni naCin predstavljanja rezultata ovog testa, neki autori
predstavljgju DPPH aktivnost kao procenat inhibicije DPPH- radikala u prisustvu uzorka
odredene koncentracije (Orhan i dr., 2012, 2013). Ekstrakti testiranih vrsta ispoljili su
sposobnost da redukuju DPPH- radikale sa 1Csy vrednostima izmedu 14,21 - 1243,38
bg/mL. Neki od ekstrakata su ispoljili jacu DPPH aktivnost od komercijalnog antioksidansa
BHT (17,94 pg/mL) kao Sto su pojedini etanolni, vodeni i metanolni ekstrakti S.
amplexicaulis i jedan etanolni ekstrakt S ringens sa ICso vrednostima od 14,21 do 17,26
pg/mL, ali ipak nisu bili aktivniji od komercijalnih antioksidanasa BHA (13,37 pg/mL) i
askorbinske kiseline (5,11 pyg/mL). Etarsko ulje S ringens je ispoljilo znatno nizu DPPH
aktivnost u odnosu na ekstrakte ove biljke, Sto je u saglasnosti sa rezultatima studija
Kamatou i dr. (2005) i Kivrak i dr. (2009).

Poredenjem testiranih vrsta zapaza se da ekstrakti S amplexicaulis ispoljavaju
najsnazniju DPPH aktivnost, za kojima slede ekstrakti S. ringens, dok su ngjmanje aktivni
bili ekstrakti S. jurisicii. U prethodnom istrazivanju vrsta roda Salvia iz Turske (Orhanii dr.,
2012), metanolni ekstrakt S. amplexicaulis je pokazao visi procenat inhibicije DPPH
radikala (28,13%) u odnosu na etil acetatni ekstrakt (11,18%). Slicno rezultatima dobijenim
u ovom radu, studije koje su obuhvatile nekoliko vrsta Zalfija gajenih u Madarskoj
pokazuju da je metanolni ekstrakt S. ringens ispoljio znaCajnu antioksidativnu aktivnost
(Zupkd i dr., 2001), a ekstrakt S. jurisicii veoma slabu (Janicsak i dr., 2010). Ekstrakti
samonikle S. ringens, prikupljeni u Grckoj (Couladis i dr., 2003), Bugarskoj (Nikolova,
2011) i Makedoniji (Tusevski i dr., 2014), pokazali su snazno antioksidativno dejstvo u

vise primenjenih testova, ukljucujuci DPPH test.
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Rezultati ove studije su u skladu sa prethodnim studijama kojima su obuhvaceni
ekstrakti velikog broja vrsta Salvia iz Turske, Irana, GrCke, Tunisa i Juznoafricke
Republike, a koje pokazuju Sirok opseg 1Csp vrednosti od <5,00 do >500,00 pg/mL (Tepe,
2008; Kamatou i dr., 2010; Tosun i dr., 2010; Stagos i dr., 2012; Ben Farhat i dr., 20133,
2014, 2015; Firuzi i dr., 2013).

Sliéno rezultatima ove studije, Sultana i dr. (2009) su mereci antioksidativnu
aktivnost ekstrakata nekoliko lekovitih biljaka zakljucili da rezultati DPPH testa zavise od
rastvaraCa, procedure i dela biljke upotrebljenog za ekstrakciju. Ekstrakti razliCitih delova
testiranih biljaka su ispoljili razlicit potencijal da neutraliSu DPPH- radikal, Sto je u skladu
sa rezultatima istrazivanja DPPH aktivnosti listova i korenova S miltiorhiza, S przewal skii
i S. verticillata (Matkowski i dr., 2008b).

Rezultati ABTS testa su u nekim slucajevima predstavljani pomocu ICsy vrednosti
(Kamatou i dr., 2007, 2010; Stagos i dr., 2012), mada je mnogo CeS¢e izraZzavanje preko
ekvivalenata standarda, kao Sto su Trolox (Re i dr., 1999) i askorbinska kiselina (Kim i
Lee., 2002). U ovom radu je za izradu standardne krive koris¢ena askorbinska kiselina
(vitamin C), koja redukuje ABTS" katjon sa vredno3¢u 1,05 mM ekvivaenata Trolox- a
(TE), pri cemu je reakcija zavisna od koncentracije, ali nezavisna od vremenareakcije (Rei
dr., 1999). Galna kiselina, kvercetin, epikatehin i katehin efikasnije redukuju ABTS'
radikal od askorbinske kiseline, dok su Trolox, hlorogenska kiselina i rutin bili znatno
manje efikasni (Kimi Lee, 2002).

Ekstrakti testirani u ovom radu su pokazali sposobnost da redukuju ABTS" katjon
sa vrednostima od 0,12 do 2,92 mg AAE/g. Ove vrednosti su uporedive sa aktivnoséu
komercijalnih antioksidanasa BHA (2,82 mg AAE/g) i BHT (2,75 mg AAE/g), koji su
testirani u 10 puta nizoj koncentraciji u odnosu na ekstrakte, pa je aktivnost ekstrakata
ocenjena kao dlabija od aktivnosti ovih antioksidanasa. Najsnazniju ABTS aktivnost su
ispoljili ekstrakti S. ringens, zatim S. amplexicaulis, a ngjslabiju ekstrakti S. jurisicii. Ovgj
rezultat je u saglasnosti sa studijom Tusevski i dr. (2014) koji su, testirajuci ekstrakte 27
lekovitih biljaka prikupljenih u Makedoniji ABTS testom, istakli aktivnost S. ringens u
ABTS testu (809,60 uM TE/g suve tezine).
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Rezultati testiranja drugih vrsta Salvia ABTS testom su veoma hetegoreni i
uglavnom prezentovani u ekvivalentima Trolox-a (TE). Metanolni ekstrakti nekoliko vrsta
Zalfija iz Tunisa su neutralisali ABTS" radikal sa vrednostima u opsegu od =100 - 800 uM
TE/mg (Ben Farhat i dr., 2009, 2013ab,c, 2014, 2015). Kako pokazuju pojedine od
prethodnih studija, ABTS aktivnost Zalfija zavisi od dela biljke i rastvaraca koji se koristi
za ekstrakciju. Ekstrakti dve iranske vrste Zalfija, S. urmiensisi S hydrangea su pokazale
vrednosti 0,30 - 7,80 uM TE/g, pri Cemu su najviSe vrednosti dobijene za metanolne i etil
acetatne ekstrakte, a najnize za heksanske ekstrakte ovih biljaka (Bahadori i Mirzaei, 2015).
Ekstrakti listova tri vrste zalfija gajenih u Poljskoj su pokazali znatno visu ABTS aktivnost
(9,25 - 15,60 mg TE/g) u odnosu na ekstrakte korenova (6,07 - 12,50 mg TE/g) (Matkowski
i dr., 2008b).

FRAP test se uobiCajeno, kako je predloZzeno u originalnoj proceduri (Benzie i
Strain, 1996), izrazava preko standardne krive za Fe(ll). U FRAP testu, ekstrakti su
redukovali Fe(lll) u Fe(ll) u opsegu vrednosti od 100,92 do 1406,73 pmol Fe(ll)/g.
Aktivnost ekstrakata, testirana na petostruko viSoj koncentraciji, je bila uporediva sa
aktivnoS¢u komercijalnih antioksidanasa (180,81 - 583,72 ymol Fe (I1)/g). Ekstrakti S.
amplexicaulis i S. ringens su pokazali znatno jaCu antioksidativnu aktivnost u odnosu na
ekstrakte S jurisicii.

Testiranjem metanolnih ekstrakata nekoliko vrsta zalfija iz Tunisa FRAP testom
dobijen je opseg vrednosti od 81,56 do 197,33 mmol Fe (I1)/mg (Ben Farhat i dr., 2009,
2013a,b,c, 2014, 2015), koje su bile viSe od vrednosti dobijenih u ovom radu. Li i dr.
(2008) su testirajuci metanolne ekstrakte 45 lekovitih biljaka iz Kine dobili nesto nize
FRAP vrednosti (1,23 - 453,53 umol Fe(ll)/g) u poredenju naSim. Ekstrakti dobijeni
razli¢itim rastvaraCima su imali razliCite FRAP vrednosti, Sto je u skladu sa Javdan i
Estakhr (2011) koji su pokazali da je metanolni ekstrakt S hypoleuca ispoljio najjace
redukujuce dejstvo u FRAP testu, za kojim slede etil acetatni i petroletarski ekstrakt.
Metanolni ekstrakti testiranih vrsta Salvia iz Irana pokazali su vise vrednosti u FRAP testu
u poredenju sa etil acetatnim ekstraktima, sem u slucaju S. limbata (Gohari i dr., 2011), Sto

je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u ovoj studiji zabiljku S. ringens.
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Antioksidativna aktivnost procenjena 3-CB testom se uobiCajeno izrazava u
procentima inhibicije dekolorizacije 3-karotena u sistemu [3-karoten/linolna kiselina ili
pomocu ICs vrednosti. Ekstrakti su ispoljili aktivnost u inhibiciji dekolorizacije 3-karotena
u 3-CB testu (13,30 - 84,04%). VecCina ekstrakata je pokazala veci procenat inhibicije od
askorbinske kiseline (17,82%), dok su etanolni i vodeni ekstrakti S ringens ispoljili jacu
inhibiciju i od BHA (53,72%) i od BHT (57,71%). U odnosu na procenat inhibicije, za
ekstraktima S. ringens sledili su ekstrakti S, amplexicaulisi S jurisicii.

Metanolni ekstrakti osam vrsta Zalfija iz Turske su pokazali procenat inhibicije od
62,50 do 75,8% (Tosun i dr., 2009). Tepe i dr. (2006, 2007) i Tepe (2008) su se takode
bavili antioksidativnom aktivnoS¢u nekoliko taksona roda Salvia iz Turske, Ciji su
metanolni ekstrakti inhibirali dekolorizaciju B-karotena u opsegu od 29,00 do 77,03%.

Rezultati ove studije su u saglasnosti sa rezultatima navedenih istraZivanja.

Tokom poslednjih decenija se intenzivno vrSe istrazivanja antioksidativnog
potencijalalekovitih biljaka, Ciji rezultati pokazuju da biljke koje se koriste u ishrani sadrze
mnogobrojne polifenolne komponente koje ispoljavaju snaznije in vitro antioksidativno
dejstvo od vitaminaE i C (Rice-Evansi dr., 1997), pa su skoraSnja istraZzivanja usmerena na

ispitivanje antioksidativnih efekata ovih polifenolain vivo.

Ekstrakti biljaka analiziranih u ovoj studiji sadrzali su fenolne kiseline (galnu,
kafenu i ruzmarinsku) i flavonoide (aglikone i glikozide apigenina, luteolina, genkvanina i
kverceting, i kempferol glikozide kao dominantne komponente) (Tabele 9-11). Kako
pokazuju rezultati prethodnih studija, neke od pomenutih fenolnih komponenti ispoljavaju
snazno antioksidativno delovanje. Ekstrakti testiranih vrsta su bili bogati flavonolima, koji
su odavno poznati kao vazni hvatacCi slobodnih radikala (Miliauskas i dr., 2004). Kafena
kiselina, ruzmarinska kiselina i njeni oligomerni derivati su istaknuti kao odlicni
antioksidansi koji neutraliSu DPPH radika sa efikasnoS¢u od oko 90%, dok su glikozidi
luteolina i apigenina pokazuju slabu do osrednju aktivnost (Lu i Foo, 2001). Ruzmarinska
kiselina je bila efikasnija od ekstrakata zalfija i komercijalnih antiksidansa u DPPH testu
(1C50=2,90 pg/mL) i 3-CB testu (100% inhibicije) (Tepe, 2008). Galna kiselina i kvercetin
su procenjeni kao bolji hvatati ABTS™ i DPPH- radikala u poredenju sa askorbinskom
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kiselinom, dok je rutin bio znatno dabiji (Kim i Lee, 2002). Antioksidativna aktivnost
fenolnih kiselina u studiji Chrpova i dr. (2010) je izmerena kao galna> ruzmarinska>
kafena, dok su flavonoidi bili rangirani kao kvercetin> rutin> luteolin> apigenin>
kempferol (Rice-Evans i dr., 1997). KoristeCi ABTS test, Re i dr. (1999) su pokazali da
neka od jedinjenjaidentifikovanih u ekstraktima istrazivanih vrsta pokazuju antioksidativnu
aktivnost (u opadajucem nizu): kvercetin> luteolin> kempferol> kafena kiselina, pri ¢emu
prva dva pokazuju jacu, a druga dva slabiju aktivnost u odnosu na askorbinsku Kiselinu.
Genkvanin je ocenjen kao slab hvata¢ DPPH- radikala (ICso vrednost=70,05 pg/mL) (Ray i
dr., 2014). Kempferol je pokazao visok procenat inhibicije u DPPH, FRAP i 3-CB testu
(=90%), dok su njegovi glikozidi ispoljili 5-10 puta slabiju aktivnost (Sivasothy i dr.,
2013). Sa druge strane, pojedini derivati kempferola su se pokazali izuzetno efikasnim
hvataCima DPPH- radikala sa ICso vrednostima od oko 10,00 pg/mL (Tatsimo i dr., 2012).

Fenolne kiseline, a zatim i flavonoidni aglikoni su bolji hvatacCi slobodnih radikala u
poredenju sa flavonoidnim glikozidima, Sto se moze objasniti glikozilacijom, odnosno
prisustvom Secernih komponenti koja po pravilu smanjuju dostupnost molekula flavonoida
za interakciju sa slobodnim radikalima (Rice-Evans i dr., 1996; Lu i Foo, 2001; Kumar i
Pandey, 2013; Sivasothy i dr., 2013). Doprinos hidroksilnih grupa u neutralisanju slobodnih
radikala je mnogo manji ukoliko se one nalaze na floroglucinol A prstenu nego na
odgovaraju¢em katehol B prstenu (Lu i Foo, 2001). Tako luteolin sa Cetiri OH-grupe od
kojih su dve na B prstenu pokazuje znatno jacu antioksidativnu aktivnost u odnosu na
apigenin koji na tom mestu ima samo jednu OH-grupu. Kvercetin sa pet slobodnih OH-
grupa pokazuje dvostruko jacu antioksidativnu aktivnost od odgovarajuéeg glikozida rutina
sa Cetiri OH-grupe. Dakle, aktivnost flavonoida kao hvataCa slobodnih radikala u prvom
redu zavisi od broja i rasporeda slobodnih hidroksilnih grupa, posebno na katehol B
prstenu, koji predstavljaju glavne donore elektrona ili vodonic¢nih jona na molekulu

flavonoida (Kumar i Pandey, 2013).

Za razliku od druge dve analizirane vrste, ekstrakti S. jurisicii su pokazali veoma
slabu antioksidativnu aktivnost koja moze biti objaSnjena njihovim kvalitativnim sastavom

i sadrZzajem polifenola. U ekstraktima ove biljke je bila odsutna ruzmarinska kiselinakoja je
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ranije opisana kao jedan od glavnih nosilaca antioksidativne aktivnosti polarnih frakcija
ekstrakata biljaka familije Lamiaceae (Generali¢-Mekini¢ i dr., 2014). Flavonoidni aglikoni
i glikozidi, od kojih su neki detektovani u ekstraktima ove biljke, imagu relativno nizak
sadrZaj i srazmerno mali doprinos ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti ekstrakta usnatica u
odnosu na fenolne kiseline. To se moze smatrati razlogom zbog koga ekstrakti u kojima je
izmerena veca koliCina ukupnih fenola pokazuju slabiju antioksidativnu aktivnost u odnosu
na neke druge, Sto su objasnili i Kontogianni et al. (2013) uporedujuci antioksidativne

efekte ekstrakata Zalfije i ruzmarina.

4.6. Koreélacija izmedu sadrzaja fenolnih jedinjenja i antioksidativhe aktivnosti
ekstrakata proucavanih vrsta

Literaturni podaci pokazuju da su fenolne komponente Iekovitih biljaka odgovorne
za njihovo antioksidativno delovanje. RazliCite fenolne kiseline, flavonoidi i druga fenolna
jedinjenja pokazuju snazno in vitro i in vivo antioksidativno dejstvo (Rice-Evans i dr.,
1997; Lui Foo, 2001, 2002; Generali¢-Mekini¢ i dr., 2014; Skotti i dr., 2014). Imajuci to u
vidu, izraCunata je korelacija izmedu antioksidativne aktivnosti i sadrZaja pojedinih
fenolnih komponenti ili grupa komponenti, s ciljem procene doprinosa koji odredeno
jedinjenje ili grupa jedinjenja imgu na izmerenu antioksidativhu aktivnost ekstrakata.
Korelacija je izrazena preko Pirsonovih koeficijenata korelacije (r) i interpretirana prema
Taylor (1990).

Antioksidativna aktivnost ekstrakata S. amplexicaulis je najsnaznije korelisana sa
sadrzajem ukupnih flavonola (Tabela 15). Kempferol glikozidi najvise doprinose
antioksidativnoj aktivnosti ekstrakata nezavisno od primenjenog testa (0,81>r> 0,97). Medu
fenolnim kiselinama, ruzmarinska kiselina je bila jako korelisana sa FRAP testom, a kafena
kiselina sa 3-CB testom. Spektrofotometrijski odredeni sadrZaji ukupnih fenola i flavonoida
su se pokazali dabije korelisanim sa antioksidativnom aktivno$éu u odnosu na one
odredene pomoc¢u HPLC.
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Antioksidativna aktivnost ekstrakata S amplexicaulis je jaCe korelisana sa
sadrZzajem fenola (odredenim spektrofotometrijski i pomocu HPLC) nego sa sadrZzajem
flavonoida. Neke od komponenti, kakvi su glikozidi kvercetina i kumarin su bili u jakoj
negativnoj korelaciji sa antioksidativnom aktivnoScu. Korelacija izmedu antioksidativnih
testova se pokazal a jakom, posebno izmedu ABTS i FRAP testa (r=0,96).

Tabela 15. Pirsonovi koeficijenti korelacije (r) izmedu sadrzgja fenolnih komponenti i

antioksidativne aktivnosti ekstrakata S. amplexicaulis.

DPPH ABTS FRAP 3-CB
test test test test

SADRZAJ FENOLNIH KISELINA -0,53° 0,62° 0,79° 0,59
Kafena kiselina -0,45 0,58° -0,81° 0,73°
Ruzmarinska kiselina -0,54° 0,61° 0,79° 0,51°
SADRZAJ FLAVONA -0,52° 0,52° 0,54 0,10°
Apigenin i glikozidi apigenina -0,40° 0,322 0,44° -0,13?
Luteolini glikozid luteolina -0,60° 0,62° 0,59° 0,242
Genkvanini glikozidi genkvanina -0,05% 0,132 0,222 -0,262
SADRZAJ FLAVONOLA -0,81° 0,96° 0,86° 0,83°
Glikozidi kempferola -0,81° 0,97° 0,87° 0,87¢
Glikozidi kvercetina 0,56° -0,77° -0,72° -0,96%
Kumarin 0,82° -0,99° -0,97° -0,84°
Sadrzaj ukupnih fenola (spektrofotometrijski) -0,74° 0,82° 0,83° 0,89¢
Sadrzaj flavonoida (spektrofotometrijski) 0,242 -0,68° -0,71° -0,80°
Sadrzaj ukupnih fenola (HPLC) -0,80°¢ 0,91° 0,87¢ 0,65°
Sadrzaj flavonoida (HPLC) -0,78° 0,88° 0,82° 0,62°
DPPH test 1 -0,87° -0,81° -0,69°
ABTStest 1 0,96° 0,89°
FRAP test 1 0,82°
[3-CB test 1

Prema Taylor (1990): @ r< 0,35 slaba korelacija; ¥ 0,36< r< 0,67 umerena korelacija; © 0,68< r< 1 jaka korelacija

DPPH aktivnost metanolnih i etanolnih ekstrakata cele biljke i odvojenih delova S,
amplexicaulis je nesto jaCe korelisana sa sadrzajem ukupnih fenola u ekstraktima (r=-0,95),

nego sa sadrzajem flavonoida (r=-0,84) (Slika 160).
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Slika 160. Korelacijaizmedu sadrZaja ukupnih fenolai flavonoidai DPPH aktivnosti
ekstrakata cele biljke i odvojenih delova S amplexicaulis; © 0,68< r <1 jaka korelacija
(Taylor, 1990).

Pojedine fenolne komponente ili grupe fenolnih komponeti su razlicito korelisane sa
antioksidativnom aktivnoS¢u ekstrakata S. jurisicii (Tabela 16). Nezavisno od koris¢enog
testa, antiksidativna aktivnost ekstrakata je bila snazno korelisana sa sadrzajem flavonoida
(r=0,84 - 0,96), pri cemu je nesto jaCa korelacija nadena u slucaju flavona u odnosu na
flavonole. Pojedinacno, kempferol glikozidi su pokazali najveci koeficijent korelacije sa
svim antioksidativnim testovima (r vrednost izmedu 0,83 i 0,89). Neke fenolne
komponente, kao Sto su apigenin i kumarin, su pokazale negativnu korelaciju sa svim

antioksi dativnim testovima.

Prema prezentovanim vrednostima koeficijenata korelacije, aktivnosti uzoraka S
jurisicii u najvecoj meri bi mogli doprineti glikozidi kempferola i genkvanina (u DPPH
testu), galna kiselina, glikozidi luteolina i kempferola (u ABTS testu), galna, kafena

kiselina i glikozidi luteolina i kempferola (u FRAP testu) i galna kiselina i glikozidi
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kempferola u [3-CB testu. Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida odreden pomo¢u HPLC je
bio snaznije korelisan sa antioksidativnim testovima u odnosu na onaj izmeren
spektrofotometrijski. Testovi su se pokazali razliCito korelisanim medusobno, pri ¢emu je
najjaca korelacija nadena izmedu DPPH i ABTS testa (r=0,92), a najslabija izmedu R-CB i
ABTStesta (r=0,12).

Tabela 16. Pirsonovi koeficijenti korelacije (r) izmedu sadrzaja fenolnih komponenti i
antioksidativne aktivnosti ekstrakata S. jurisicii.

DPPH ABTS FRAP R-CB
test test test test

SADRZAJ FENOLNIH KISELINA -0,46° 0,68° 0,89° 0,45°
Galnakisdlina -0,58° 0,81° 0,80° 0,69°
Kafenakiselina -0,35% 0,54 0,84° 0,28%
SADRZAJ FLAVONA -0,90° 0,91° 0,83° 0,71°
Apigenin 0,122 -0,43° -0,60° -0,60°
Glikozidi luteolina -0,57° 0,79° 0,91° 0,61°
Glikozidi genkvanina -0,82° 0,57 0,272 0,54
SADRZAJ FLAVONOLA -0,76° 0,85° 0,82° 0,89°
Glikozidi kempferola -0,83° 0,89¢ 0,86° 0,85°
Kvercetini glikozidi kvercetina -0,072 0,242 0,20 -0,55°
Kumarin 0,12# -0,43 -0,60° -0,87°
Sadrzaj ukupnih fenola (spektrofotometrijski) -0,36° 0,072 -0,44° 0,222
Sadrzaj flavonoida (spektrofotometrijski) 0,77° -0,93° -0,98° -0,80°
Sadrzaj ukupnih fenola (HPLC) -0,92°¢ 0,95° 0,87¢ 0,81°
Sadrzaj flavonoida (HPLC) -0,92°¢ 0,96° 0,89° 0,84°
DPPH test 1
ABTStest -0,92° 1
FRAP test -0,65" 0,86° 1
R-CB test -0,84° 0,12° -0,60° 1

Prema Taylor (1990): @ r< 0,35 slaba korelacija; ™ 0,36< r< 0,67 umerena korelacija; © 0,68< r <1 jaka korelacija
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Antioksidativna aktivnost razliCitih etanolnih ekstrakata dobijenih iz celih biljaka i
odvojenih delova S. jurisicii je na razliCite naCine korelisana sa sadrzajem ukupnih fenola i
flavonoida (Slike 161 i 162). | DPPH i ABTS aktivnost su jaCe korelisane sa sadrzajem
ukupnih fenola u ekstraktima (r=0,81, odnosno 0,93), nego sa sadrzajem flavonoida sa
kojima su bili umereno do jako korelisani (r=0,58, odnosno 0,82). U oba slucaja su vecée
vrednosti koeficijenta korelacije dobijene za ABTStest (Slika 162).
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Slika 161. Korelacijaizmedu sadrzaja ukupnih fenolai flavonoidai DPPH aktivnosti
ekstrakata cele biljke i odvojenih delova S jurisicii; ® 0,36< r< 0,67 umerena korelacija,

©90,68< r< 1 jaka korelacija (Taylor, 1990).
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Slika 162. Korelacijaizmedu ukupnog sadrzaja fenola i flavonoida i ABTS aktivnosti
ekstrakata cele biljke i odvojenih delova S jurisicii;  0,68< r< 1 jaka korelacija (Taylor,
1990).

Antioksidativna aktivnost ekstrakata S. ringens je korelisana sa fenolnim
komponentama/grupama komponenti na razliCite naCine (Tabela 17). Na osnovu podataka
dobijenin HPLC analizom izraCunato je da je antioksidativna aktivnost ekstrakata ove
biljke u vecoj meri korelisana sa sadrzajem flavonoida (r vrednosti od 0,24 do 0,80) nego
fenolnih kiselina i ukupnog sadrZaja fenola. Nasuprot tome, spektrofotometrijski izmeren
sadrzaj flavonoida je u manjoj korelaciji sa antioksidativnim delovanjem ekstrakata nego
sadrzaj ukupnih fenola (0,31> r >0,94). Na osnovu prezentovanih koeficijenata se moze
videti da bi ukupni flavonoli, posebno kempferol glikozidi, mogli u najvecoj meri doprineti

antioksidativnom potencijalu S. ringens (0,44> r >0,93).

RazliCite komponente i grupe komponenti se istiCcu kao potencijalni nosioci
antioksidativne aktivnosti ekstrakata S ringens u razliCitim testovima: ukupni flavoni i

ukupni flavonoli, posebno glikozidi kempferola (u DPPH testu), glikozidi kempferola (u
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ABTS testu), luteolin (u FRAP testu), kafenakiselinai glikozidi kempferola (u 3-CB testu).
Neke od komponenata, kao Sto su kumarin, apigenin i glikozidi apigenina, i kvercetin i
glikozidi kvercetina su bili negativno korelisani sa veCinom antioksidativnih testova.
Testovi su medusobno bili umereno do jako korelisani, pri ¢emu su najvece vrednosti
koeficijenta korelacije nadene izmedu ABTS i FRAP testa (r=0,89) i izmedu DPPH i ABTS
testa (r=0,79). Sto se tice pojedinacnih delova biljke S ringens, ustanovljena je jaka
korelacija antioksidativne aktivnosti i sadrzaja ukupnih fenolai flavonoida, koja za DPPH
test iznosi r=-0,95 (zafenole) i r=- 0,95 (za flavonoide), aza ABTS test r=0,96 zafenolei
r=0,96 za flavonoide (rezultati nisu graficki prikazani).

Tabela 17. Pirsonovi koeficijenti korelacije (r) izmedu sadrzaja fenolnih komponenti i
antioksidativne aktivnosti ekstrakata S ringens.

DPPH ABTS FRAP R-CB
test test test test
SADRZAJ FENOLNIH KISELINA -0,44° 0,28% 0,18 0,53°
Kafenakiselinai derivat kafene kiseline -0,322 047° 0,062 0,63
SADRZAJ FLAVONA -0,72° 0,322 0,37 -0,16%
Apigenini glukozidi apigenina -0,59° -0,02* -0,15° -0,12°
Luteolin -0,49° 0,59° 0,85° 0,012
SADRZAJ FLAVONOLA -0,68° 0,44° 0,20° 0,84°
Glikozidi kempferola -0,75° 0,68° 0,44° 0,93°
Kvercetini glikozidi kvercetina 0,062 -0,62° -0,67° -0,10°
Kumarin -0,55 0,022 0,12% -0,04%
Sadrzaj ukupnih fenola (spektrofotometrijski) -0,94° 0,84° 0,76° 0,312
Sadrzaj flavonoida (spektrofotometrijski) -0,112 0,252 0,45° -0,57°
Sadrzaj ukupnih fenola (HPLC) -0,74° 0,45 0,19 0,77
SadrZaj flavonoida (HPLC) -0,74° 047 0,242 0,80°
DPPH test 1
ABTStest -0,79° 1
FRAP test -0,61° 0,89° 1
R-CB test -0,50° 0,62° 047° 1

3<0,35 slaba korelacija; "0,36<r<0,67 umerena korelacija; °0,68<r<1 jaka korelacija (Prema Taylor, 1990).

160



Rezultati i diskusija

Polifenoli predstavljaju veoma bitnu grupu sekundarnih metabolita zato Sto deluju
kao hvataCi slobodnih radikala zahvaljujuci svojim hidroksilnim grupama (Tosun i dr.,
2009). Rod Salvia sadrzi spektar od oko 160 polifenola, ukljucujuci razliite fenolne
kiseline i flavonoide zahvaljujuci kojima biljke ovog roda ispoljavaju antioksidativno
dejstvo (Lui Foo, 2001, 2002).

Nezavisno od andlizirane vrste, antioksidativna aktivnost ekstrakata je bila jace
korelisana sa sadrZzajem ukupnih fenola koji je odreden spektrofotometrijski nego sa
sadrzajem flavonoida, Sto je u saglasnosti sa ranijim istrazivanjima roda Salvia (Lu i Foo,
2001; Pizzalei dr., 2002; Matkowski i dr., 2008b; Tosun i dr., 2009; Kamatou i dr., 2010;
Stagos i dr., 2012; Ben Farhat i dr., 2013a, 2014), ali i drugih lekovitih biljaka razliCitih
rodova i familija (Cai i dr., 2004; Tawaha i dr., 2007; Li i dr., 2008; Skotti i dr., 2014;
Tusevski i dr., 2014). Nasuprot tome, Asadi i dr. (2010) i Stagosi dr. (2012) su izvestili 0
slaboj korelaciji ABTS i DPPH aktivnosti sa sadrzajem ukupnih fenola i flavonoida
ekstrakata roda Salvia, dok se FRAP test pokazao jako korelisanim sa sadrzajem ukupnih
fenola (Asadi i dr., 2010). Sadrzaj flavonoida odreden pomoéu HPLC je u nekim
sluCajevima bio visi i pokazao jacu korelaciju sa antioksidativnom aktivno$¢éu od sadrZaja
ukupnih fenola, Sto je opisano i kod drugih lekovitih biljaka (Woydilo i dr., 2007; Leei dr.,
20114).

PoredeCi ova dva nacCina kvantifikacije, moZe se primetiti da je antioksidativna
aktivnost ekstrakata bila u slabijoj korelaciji sa spektrofotometrijski merenim sadrzajem
ukupnih fenola nego sa onim odredenim pomoc¢u HPLC, Sto je saglasno rezultatima
prethodnih studija (Ben Farhat i dr., 20133, 2014), sa izuzetkom ekstrakata S. ringens. U
ovom slucCaju se moze se pretpostaviti da jedna ili viSe fenolnih komponenti, koje nisu
identifikovane HPLC analizom, znaCajno doprinosi antioksidativnoj aktivnosti ekstrakata S
ringens. Antioksidativna aktivnost ekstrakata Zalfije i ruzmarina je pripisana prisustvu
fenolnih abietanskih diterpena, kakvi su karnozolna kiselina i njeni derivati, izomeri
karnozola i rozmanola (Kontogianni i dr., 2013), pri cemu ova jedinjenja nisu odredena u

naSem radu.
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Svi testovi su se pokazali jaCe korelisanim sa sadrzajem ukupnih fenola u poredenju
sa sadrzajem fenolnih Kkiselina, Sto je u saglasnosti sa rezultatima koje su dobili Matkowski
i dr. (2008b) testirajuCi ekstrakte tri vrste Salvia DPPH testom. U ovom testu se koristi
organski rastvaraC, zbog Cega je moguce testiranje antioksidativne aktivnosti kako
hidrofilnih, tako i lipofilnih komponenti ekstrakta (Matkowski i dr., 2008b).
Antioksidativna aktivnost ekstrakata je bila jaCe korelisana sa sadrzajem flavonoida nego sa
sadrzajem fenolnih kiselina, nasuprot rezultatima studija razliCitih vrsta roda Salvia u
kojima je antioksidativna aktivnost u vecoj meri pripisivana prisustvu razlicitih fenolnih
kiselina (naroCito ruzmarinske kiseline) nego prisustvu flavonoida (Lu i Foo 2001; Ben
Farhat i dr., 2013a, 2014; Kontogianni i dr., 2013). Matkowki i dr. (2008b) su nasli da
ABTS aktivnost ekstrakata tri vrste Zalfija vise doprinose flavonoidi u listu i fenolne

kiseline u korenu.

Ruzmarinska kiselina je bila umereno korelisana sa svim testovima, sem FRAP gde
je korelacija ocenjena kao jaka, Sto je saglasno sa rezultatima Ben Farhat i dr. (20133,
2014) i Generalic-Mekinic i dr. (2014). Za galnu kiselinu su izraCunati visoki koeficijenti
korelacije u svim testovima, a posebno u ABTS i FRAP, dok je kafena kisdlina bila
umereno do jako korelisana sa svim testovima, Sto je utvrdeno i u prethodnim studijama
zalfija (Ben Farhat i dr., 2009; 20133, 2014)

Sadrzaj flavonola je bio jaCe korelisan sa antioksidativnom aktivnoséu S
amplexicaulis nego sadrzaj flavona i ukupnih flavonoida. Do slicnog rezultata su dosli
Miliauskas i dr. (2004) testirajuci ekstrakte 12 lekovitih biljaka iz Litvanije. Medu
flavonolima, rezultati svih testova su bili najvise korelisani sa sadrzajem glikozida
kempferola, Cemu u prilog idu rezultati studije Jung i dr. (2009) u kojoj su istaknuta jaka
antioksidativna aktivnost pojedinih glikozida kempferola. Sadrzaj flavona u ekstraktima S.
jurisicii  je, u poredenju sa sadrzajem flavonola, bio neSto jaCe korelisan sa
antioksidativnom aktivnoS¢u ekstrakata u svim testovima. Glikozidi genkvanina su
pokazali jaku korelaciju sa DPPH testom, a glikozidi luteolina sa ABTS i FRAP testom.

SadrzZaj luteolina je bio snazno korelisan sa FRAP aktivnoSCu ekstrakata S. ringens, a ovi
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rezultati su saglasni sa studijama pojedinih vrsta zalfija iz Tunisa (Ben Farhat i dr.,
20133,C).

Antioksidativni testovi su medusobno bili veoma razliito i pozitivno korelisani, sa
izuzetkom DPPH testa Cija je korelacija sa ostalim merenim parametrima bila negativna
(Grafik 160 i 161), Sto se objaSnjava prezentovanjem rezultata ovog testa pomocu ICsg
vrednosti, gde se manjom vredno$¢éu oznaCava jaCa aktivnost uzorka. NajviSe vrednosti
koeficijenata korelacije su utvrdene za parove testova DPPH/ABTS i ABTS/FRAP. Sli¢no
tome, rezultati DPPH testa za lekovite biljake iz Litvanije (Miliauskasi dr., 2004), iz Grcke
(Stagosii dr., 2012) i Makedonije (Tusevski i dr., 2014) su bili u snaznoj korelaciji sa onim
dobijenim ABTS testom.

Woydilo i dr. (2007) i Li i dr. (2008) su utvrdili jaku korelaciju vrednosti dobijenih
ABTS i FRAP testom za |ekovite biljke iz Poljske, odnosno Kine. Vrednosti korelacija za
DPPH/FRAP su bile srednje do visoke, $to je u skladu sa rezultatima studije Dudonne i dr.
(2009). Dakle, visoka korelisanost izmedu ova tri testa se tumaci njihovim veoma slicnim
mehanizmima reakcije koji su bazirani na transferu elektronai redukciji slobodnih radikala
(DPPH-, ABTS") i Fe** jona (FRAP) (Floege i dr., 2011; Wootton-Beard i dr., 2011).
Suprotno tome, vrednosti u R-CB testu su bile dabije korelisane sa onima dobijenim
primenom ostalih testova, Sto se prema Tiveron i dr. (2012) moze pripisati razlicitim

principima reakcije u koje su ukljucene razlicite aktivne komponente uzorka.

SadrZaji kvercetina, apigenina, genkvanina i/ili njihovih glikozida, kao i kumarina u
testiranim ekstraktima su u nekim sluCajevima bili negativno korelisani sa rezultatima
jednog ili viSe antioksidativnih testova Sto je opisano u studijama drugih vrsta Salvia (Ben
Farhat i dr., 2013a, 2014). Ovaj rezultat moze biti objasnjen time Sto su ovi flavonoidi u
najveCem procentu bili prisutni u etil acetatnom i dihlorometanskom ekstraktu koji su

generalno ispoljili slabiju antioksidativnu aktivnost.
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4.7. Antimikrobna aktivnost etarskog uljai ekstrakata proucavanih vrsta

Etanolni i vodeni ekstrakti nadzemnih delova biljaka sakupljenih u sezoni B su
odabrani za dalje testiranje antimikrobne aktivnosti s obzirom da su pokazali znacajnu
antioksidativnu aktivnost u nizu prethodnih studija. Osim toga, ovi ekstrakti su netoksicni i
bezbedni za ljudsku upotrebu (Durling i dr., 2007; Stagos i dr., 2012). S obzirom da je S.
ringens imala veCi prinos etarskog ulja u odnosu na ostale dve vrste, testirana je

antimikrobna aktivnost njenog etarskog ulja.

Etanolni i vodeni ekstrakti S. amplexicaulis su inhibirali rast testiranih bakterija, pri
C¢emu su etanolni ekstrakti bili nesto jaci inhibitori (MIC su bile u opsegu od 30,0 do 40,0
mg/mL) nego vodeni ekstrakti (MIC od 35,0 do <50,0 mg/mL). Ekstrakti su snaznije
inhibirali rast Gram-pozitivnih bakterija u odnosu na Gram-negativne. Oba ekstrakata su
ispoljila slabije dejstvo u poredenju sa komercijalnim antibiotikom strepotomicinom cije su
MIC bile 0,005 - 0,016 mg/mL. Ngosetljivije bakterije su bile Bacillus cereus i
Micrococcus flavus, a nagjrezistentnije Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa (Tabela
18). Vodeni ekstrakt S. amplexicaulis je delovao blago fungistaticno na testirane vrste roda
Candida (MIC su hile u opsegu od 16,0 do 64,0 mg/mL), ai nei fungicidno, dok etanolni
ekstrakt nije uticao na rast ovih vrsta. Medu vrstama roda Aspergillus, jedino je rast A.
glaucus inhibiran etanolnim i vodenim ekstraktom S amplexicaulis (MIC je bila 16,0
mg/mL, odnosno 8,0 mg/mL). Etanolni i vodeni ekstrakti su pokazali znaCajno
fungistaticno i fungicidno dejstvo na Trichophyton mentagrophytes (MIC = 4,0 mg/mL;
MFC = 16,0 mg/mL) (Tabela 19).

Etanolni i vodeni ekstrakt S jurisicii su pokazali bakteriostaticno dejstvo na sve
testirane bakterije (MIC od 15,0 do >50,0 mg/mL), koje je bilo mnogostruko slabije u
poredenju sa streptomicinom (MIC 0,005 - 0,016 mg/mL). Etanolni ekstrakt je bio
efikasniji inhibitor rasta bakterija od vodenog (MIC bile u opsegu od 15,0 do 40,0 mg/mL
odnosno od 30,0 do iznad 50,0 mg/mL). Generelno, Gram-pozitivne bakterije su bile
S aureusi M. flavus, dok su E. coli i Proteus mirabilis bile ngjrezistentnije (Tabela 18).

Etanolni ekstrakt S. jurisicii je delovao antifungalno samo na C. albicans, i to pri najvisoj
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testiranoj koncentraciji (MIC/MFC = 64,0 mg/mL), dok vodeni ekstrakt nije bio aktivan. S
druge strane, vodeni i etanolni ekstrakti su pokazali fungistaticno (MIC je bila 32,0
odnosno 64,0 mg/mL) i fungicidno (MFC je bila 64,0 mg/mL) dejstvo na mikromicete roda
Aspergillus, izuzev A. fumigatus. Etanolni ekstrakt (MIC 8,0 mg/mL) je pokazao izraZenije
fungistaticno dejstvo na rast T. mentagrophytes u odnosu na vodeni ekstrakt (MIC 32,0
mg/mL) (Tabela 19). Etarsko ulje S. ringens je imalo najjace bakteristaticno dejstvo (MIC
bile u opsegu od 9,50 do 17,10 mg/mL), etanolni ekstrakt neznatno slabije (MIC 5,0 - 20,0
mg/mL), a vodeni ngjslabije (MIC 15,0 - 30,0 mg/mL). Gram-pozitivhe bakterije su bile
osetljivije na tretmane u odnosu na Gram-negativne. Ngjosetljivije su bile Saphylococcus
aureus i Listeria monocytogenes, dok su Pseudomonas tolasii i P. aeruginosa bile
najrezistentnije. U poredenju sa streptomicinom, etarsko ulje i ekstrakti S. ringens su
pokazali slabiju antibakterijsku aktivnost (Tabela 18). Etarsko ulje S ringens je ispoljilo
snazno fungistaticno i fungicidno dejstvo na sve testirane mikromicete, izuzev na A.
fumigatus i A. flavus gde je izostao fungicidni efekat. Medutim, etanolni i vodeni ekstrakt
ove biljke su pokazali mnogostruko slabiju aktivnost. Naime, antifungalni efekat ekstrakata
je izostao u slucaju vecine testiranih mikromiceta, sa izuzetkom etanolnog ekstrakta koji je
inhibirao rast C. krusei i C. albicans pri najvisoj testiranoj koncentraciji (64,0 mg/mL) i
vodenog ekstrakta koji je pri koncentraciji od 16,0 mg/mL delovao inhibitorno na rast A.
glaucus (Tabela 19).

Generano, etarsko ulje i ekstrakti svih testiranih biljaka su pokazali znatno slabije
antibakterijsko i antifungalno dejstvo u poredenju sa komercijalnim antibiotikom i
antimikotikom Sto je pokazano i za druge vrste zalfija (Tepe i dr., 2004, 2005; Kamatou i
dr., 2007; Dulger i Hacioglu, 2008; Tepe, 2008; Cardile i dr., 2009; Askun i dr., 2009;
Javdan i Estrakhr, 2011; lbrahim, 2012; Firuzi i dr., 2013). Medutim, i medu vrstama je
uocCena znacajna razlika u antimikrobnom kapacitetu $to se objasnjava razlikama u sastavu
kao i sinergizmom komponenata ekstrakata (Akroum i dr., 2009; Metvally i dr., 2010;
Sivasothy i dr., 2013; Tatsimo i dr., 2013). Sivasothy i dr. (2013) i Tatssmo i dr. (2013) su
pokazali da su kempferol i njegovi glikozidi dobri i antibakterijski i antifungalni agensi, a

Cowan (1999) i Sokovi€ i dr. (2013) da se efikasnost mnogih flavonoida moze povecati
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razliCitim tretmanima, na primer promenom stepena njihove hidroksilacije. Akroum i dr.
(2009) su zabeleZili znatno veci antibakterijski efekat smeSe apigenina, kvercetin 3-O-
glukozida i kempferol 3-O-glukozida nego ovih flavonoida pojedinacno i to objasnili

njihovim sinergistickim dejstvom.

Znatno veca efikasnost etarskog ulja moZe se objasniti njegovom hemijskom
prirodom. Naime, etarska ulja prestavljaju smesu lipofilnin komponenti niske molekulske
mase koja lako prolazi kroz Celijski zid i Celijsku membranu oStecujuci njen lipoptoteinski
sloj i povecavajuci permeabilnost (Cowan, 1999; Bakkali i dr., 2008; Tajkarimi i dr., 2010).
Tepei dr. (2004, 2005) su saopstili znatno vecu efikasnost etarskih ulja S. cryptantha, S
multicaulis i S. tomentosa u inhibiciji rasta testiranih bakterija i dve vrste roda Candida u
poredenju sa razliCitim ekstraktima ovih biljaka. Etarska ulja tri vrste Zalfija poreklom iz
Turske su inhibirala rast testiranih bakterija i mikromiceta pri koncentracijama od 4,5 do
>72,0 mg/mL (Kelen i Tepe, 2008), dok su MIC etarskih ulja S officinalis. S
lavandulifolia, S sclarea i S triloba za testirane bakterije bile nize od 10,0 mg/mL
(Delamare i dr., 2007; Pierozan i dr., 2009). Slicne MIC zatestirane bakterije i mikromicete
imali su i ekstrakti drugih vrsta Zalfija (Tepe i dr., 2004, 2005; Kelen i Tepe, 2008;
Kamatou i dr., 2007; Dulger i Hacioglu, 2008; Askun i dr., 2009).

Literaturni podaci o antimikrobnoj aktivnosti testiranih vrsta dostupni su samo za
etarska ulja S amplexicaulisi S. ringens, dok je antimikrobna aktivnost S jurisicii prvi put
ispitana u ovoj studiji. Petrovic i dr. (2009) su analizirali hemijski sastav i antimikrobnu
aktivnost etarskog ulja S. amplexicaulis i pokazali da ulje efikasnije inhibira rast Gram-
pozitivnih bakterija i C. albicans (MIC = 0,6 mg/mL) u odnosu na Gram-negativne
bakterije. Slicno ovim rezultatima, etarsko ulje S ringens var. baldachiana poreklom iz
M akedonije efikasnije je inhibiralo rast Gram-pozitivnih bakterija (Savikin i dr., 2008), a
etarsko ulje uzorka uz Grcke Gram-negativnih bakterija (Tzakou i dr., 2001). Ovi autori su
antimikrobnu aktivnost etarskog ulja S. ringens uglavnom pripisali prisustvu 1,8-cineola,
koji je bio dominantna komponenta i u naSim uzorcima ove biljke. Medutim, Sonboli i dr.
(2006) smatraju da je sinergizam pre svega izmedu linalola, 1,8-cineola, o-pinena, B-

pinena, B-kariofilenai limonena odgovoran za antimikrobno dejstvo vrstaroda Salvia.
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streptomicina prikazana kao minimalnainhibitorna koncentracija (M1C, mg/mL).

Tabela 18. Antibakterijska aktivnost testiranih ekstrakata i etarskog ulja proucavanih vrsta Salvia i komercijalnog antibiotika

Etanolni ekstrakti Vodeni ekstrakti Etarsko ulje
Bakterije . Streptomicin
S. amplexicaulis S. jurisicii S. ringens S. amplexicaulis S. jurisicii S. ringens S. ringens
Saphylococcus aureus
30 15 5 40 30 15 9,50 0,016
ATCC 25932
Bacillus cereus
30 20 10 35 40 20 9,50 0,005
Q ATCC 6051
>
b= Micrococcus flavus
9 30 15 10 35 30 20 9,50 0,010
%— ATCC 10786
) Sarcina lutea
40 25 15 >40 40 25 11,40 0,012
ATCC 10054
Listeria monocytogenes
30 20 5 40 30 15 9,50 0,010
ATCC 15313
Escherishia coli
40 30 15 >50 >50 25 14,25 0,012
ATCC 25922
Salmonella typhimurium
40 25 10 50 40 20 14,25 0,010
ATCC 14028
I Salmonella enteritidis
= 40 25 15 50 40 20 11,40 0,010
%’ ATCC 13076
= Pseudomonas tolasii
% 35 25 20 50 40 30 14,25 0,016
5 NCTC 387
Pseudomonas aeruginosa
40 30 20 >50 50 30 17,10 0,016
ATCC 27853
Proteus mirabilis
35 40 15 >40 >50 25 17,10 0,005

ATCC 14273
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Tabela 19. Antifungalna aktivnost testiranih ekstrakata i etarskog ulja proucavanih vrsta Salvia i komercijalnog antimikotika

ketokonazola prikazana kao minimalnainhibitorna koncentracija (MIC, mg/mL) i minimalnafungicidna koncentracija

(MFC, mg/mL).
Etanolni ekstrakti Vodeni ekstrakti Etarsko ulje
K etokonazol
S anplexicaulis S jurisicii S ringens S amplexicaulis S jurisicii S ringens S. ringens
Mikromiceta Kod
MIC  MFC MIC MFC MIC MFC MIC MFC MiIC MFC MIC MFC MIC MFC MIC MFC
Candida krusel
BEOFB 821m na na na na 64 na 64 na na na na na 0,125 0,300 0,0078 0,0156
(Castell.) Berkhout
Candida albicans
. BEOFB 811m na na 64 64 64 na 32 na na na na na 0,125 0,300 0,0078 0,0156
(C.P. Robin) Berkhout
Candida parapsilosis
(Ashford) BEOFB 831m na na na na na na 16 na na na na na 0,125 0,300 0,0078 0,0156
Langeron & Talice
Aspergillus glaucus
(L) Link BEOFB 301m 16 na 64 64 na na 8 na 32 32 16 na 0,125 0,300 0,0078 0,0078
.) Lin
Aspergillus fumigatus
BEOFB 232m na na na na na na na na na na na na 3,000 na 0,0078 0,0156
Fresen.
AspergillusflavusLink ~ BEOFB 221m na na 64 64 na na na na 64 64 na na 0,250 na 0,0078 0,0078
Trichophyton
mentagrophytes BEOFB 1320m 4 4 8 32 na na 16 16 32 32 na na 0,750 1,500 0,0039 0,0078

(C.P. Robin) Sabour.

na-— nemaaktivnosti natestiranim koncentracijama
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Veca osetljivost Gram-pozitivnih bakterija na degjstvo testiranih biljaka pokazana je
i u drugim eksperimentima (Veli¢kovi¢ i dr., 2003; Tepei dr., 2004; Kamatou i dr., 2005;
Cardile i dr., 2009; Petrovi¢ i dr., 2009). Rezistentnost Gram-negativnih bakterija na
lipofilne i amfifilne inhibitore objasnjena je postojanjem kompleksnijeg Celijskog zida i
spoljaSnje membrane, barijera za penetraciju molekula antibiotika, kao i sintezom
periplazmaticnih B-laktamaza (Livermore, 1995; Nikaido, 1996, 2003). Generano, i u ovoj
kao i u ranijim studijama pokazano je da su ngsenzitivnije bakterije Staphylococcus
aureus, Micrococcus flavus i Bacillus cereus, a ngjrezistentnije Gram-negativne bakterije
Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis i Escherichia coli (Velickovi¢ i dr., 2002,
2003; Tepei dr., 2004, 2005; Kamatou i dr., 2005, 2007; Kelen i Tepe, 2008; Savikin i dr.,
2008; Cardile i dr., 2009; Kivrak i dr., 2009; Petrovic i dr., 2009; Javdan i Estakhr, 2011;
Giweli i dr., 2013; Firuzi i dr., 2013; Mosafai dr., 2014).

| ranija istrazivanja su pokazala visoku osetljivost vrsta roda Candida, posebno C.
albicans, na dejstvo etarskih ulja i ekstrakata Zalfija (Tzakou i dr., 2001; Veli¢kovic i dr.,
2002; Tepei dr., 2004, 2005; Savikin i dr., 2008). Dulger i Hacioglu (2008) su pokazali da
etanolni ekstrakt meSavine listova i rizoma endemicCne vrste S tigrina ima snazniji
fungistaticni efekat nego ekstrakti odvojenih delova, naroCito na rast vrsta roda Candida
(MFC = 3,12 - 12,50 mg/mL). U sluCaju vrsta roda Aspergillus, osetljivost na etarsko ulje i
ekstrakte studiranih Salvia spp. je opadala od A. glaucus preko A. flavus do A. fumigatus
koji je bio rezistentan i na vodene i na etanolne ekstrakte Sto je u saglasnosti sa ranijim
rezultatima (Velickovic i dr., 2002; Dulger i Hacioglu, 2008; Karcioglu i dr., 2011; Abu-
Darvishi dr., 2013). NaSe istrazivanje je potvrdilo rezultate onih ranijih da je Trichophyton
mentagrophytes jedna od ngjsenzitivnijih mikromicera na ekstrakte brojnih Zalfija (DzZami¢
i dr., 2008; Sokovic i dr., 2009; Abu-Darwish i dr., 2013).

Antimikrobni potencijal ekstrakata Zalfije zavisi i od polarnosti rastvaraa. Naime,
Tepe i dr. (2004, 2005) i Ardlan i Celik (2008) su pokazali da ekstrakti dobijeni manje
polarnim rastvaraCima (heksanska, dihlorometanska) imaju najsnaznije antimikrobno
dejstvo, neSto manje metanolni i etanolni ekstrakti, a da su vodeni ili veoma dabi ili

potpuno neaktivni agensi. Medutim, u kasnijim istraZzivanjima Karcioglu i dr. (2011) i
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Ibrahim (2012) zabeleZena je znatno veca efikasnost etanolnih i metanolnih ekstrakata
nekoliko vrsta roda Salvia nego hloroformskih i petrol-etarskih ekstrakata. Etanolni
ekstrakti S, hypoleuca su imali jaCu antibakterijsku aktivnost od vodenih (Javdan i Estrakhr,
2011), Sto se moze pripisati razlicitoj rastvorljivosti antimikrobnih komponenti (Ekpo i
Etim, 2009).

Antimikrobno dejstvo mnogih polifenola, ukljucujuci razlicite fenolne Kkiseline,
flavonoide i tanine (galna, kafena i ruzmarinska kiselina, apigenin, luteolin, genkvanin,
kvercetin, hiperozid i drugi glikozidi kvercetina kao i kempferol glikozidi) je dobro poznato
(Cowan, 1999; Akroum i dr., 2009; Lee i dr., 2010; Metvally i dr., 2010; Abedini i dr.,
2013; Borgesi dr., 2013; Tatssmo i dr., 2013).

4.8. Citotoksicna aktivnost ekstrakata proucavanih vrsta

Kancer nastaje usled defekta mehanizama koji determiniSu Celijsku deobu i Celijsku
smrt, usled Cega dolazi do intenzivne proliferacije Celija kombinovane sa inhibicijom
apoptoze (Hanahan & Weinberg, 2000; Fantini i dr., 2015). Smatra se da kancerogeneza
moZe biti indukovana oksidativnim stresom kuplovanim sa hronicnom inflamacijom tkiva
(Reuter i dr., 2010; Sosai dr., 2013).

Veiki broj novijih in vitro i in vivo studija ukazuje su pojedini biljni polifenoli
veoma mocni antioksidansi i agensi sposobni da suprimirgju kancerogenezu (Wahlei dr.,
2010; Fantini i dr., 2015), naroCito ako se primenjuju kombinovano sa drugim polifenolima
ili antikancerogenim lekovima (Fantini i dr., 2015). Na primer, kombinacija kvercetina i
njegovog glikozida hiperozida pokazuje jaCe antikancerogene efekte nego ovi flavonoidi
pojedinacno (Li i dr., 2014).

Vecina hemoterepeutika koji se danas koriste u klinickom leCenju kancera
predstavljaju jedinjenja izolovana iz biljaka ili njihove sintetiCke derivate (Batra i Sharma,
2013; Solowey i dr., 2014). Hipoteza od koje kreCu mnogobrojna aktuelna istraZivanja jeste
da ekstrakti ili pojedine komponente izolovane iz lekovitih biljaka, poznatih po dugoj i
uspesnoj tradicionalnoj upotrebi, pokazuju citotoksi¢ne efekte kao i komercijalni lekovi.
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CitotoksiCna aktivnost etanolnih i vodenih ekstrakata S. ringens je testirana na dve
Celijke linije humanog kolorektalnog karcinoma (HCT-116 i SW480) i na Celijskoj liniji
humane mijeloidne leukemije (K562), dok su etanolni i vodeni ekstrakti S. amplexicaulis i
S ringens testirani naHCT-116 i K562 Celijskim linijama (Tabela 20).

U sluCaju oba ekstrakta S. amplexicaulis, testiranih na HCT-116 Celijskoj liniji,
citotoksicna aktivnost ekstrakata je bila izrazenija nakon 24 h tretmana u odnosu na 72 h.
Vodeni ekstrakt S. amplexicaulis je pokazao jaCe citotoksi¢no dejstvo na ovu Celijsku liniju
(114,11 pg/mL) u poredenju sa etanolnim ekstraktom. Vodeni ekstrakt je ispoljio
citotoksi¢no dejstvo na Celijsku liniju K562 nakon 48 h tretmana sa ICsy vrednoS¢u od
151,07 pg/mL.

Etanolni ekstrakt S jurisicii je pokazao citotoksi¢no dejstvo na HCT-116 celijsku
liniju, sa nesto nizom ICsp vredno$¢u nakon 72 h tretmana (341,23 pg/mL). Vodeni ekstrakt
nije pokazao citotoksicno dejstvo na ovu Celijsku liniju na testiranim koncentracijama.
Vodeni ekstrakt je delovao na K562 Celijsku liniju, ali pri najvisSim koris¢enim
koncentracijama (1Csp=456,21 ug/mL).

Etanolni i vodeni ekstrakti S. ringens su ispoljili viSestruko jace citotoksi¢no dejstvo
na HCT-116 celijsku liniju nakon 24 h tretmana u odnosu na 72 h. Vodeni ekstrakt se
pokazao nesto aktivnijim na ovu Celijsku liniju (1C5=9,83 pg/mL) u odnosu na etanolni
(1C50=31,83 pug/mL). Na Celijsku liniju SW480 je delovao samo vodeni ekstrakt na visokim
koncentracijama i to nakon 72 h tretmana (412,36 ug/mL). Vodeni ekstrakt je bio aktivan i
protiv Celijske linije K562 (173,06 pg/mL).

Kako pokazuju rezultati nekoliko studija, etarska ulja i ekstrakti vrsta roda Salvia
pokazuju znaCajne citotoksicne efekte na veliki broj celijskih linija humanih kancera
(Kamatou i dr., 2005, 2008a,b; Fiore i dr., 2006, 2012; Loizzo i dr., 2007; Cardile i dr.,
2009; Al-Kaaldeh i dr., 2010; Tundis i dr., 2011; Abu-Darwish i dr., 2012; Firuzi i dr.,
2013; Fu i dr., 2013), ali ne utiCu na vijabilnost intaktnih sisarskih makrofaga i keratinocita,
Sto ih Cini bezbednim za upotrebu u kozmetickoj i farmaceutskoj industriji (Abu-Darwish i
dr., 2013).
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Tabela 20. Citotoksi¢na aktivnost ekstrakata odabranih vrsta Salvia prezentovana kao 1 Cs

vrednost (ug/mL).
Ekstrakt/ L o
Vrsta Cedijskalinija
standard
HCT-116 SW480 K562
24 h 72h 24 h 72h 48 h
Etanolni 164,49+ 3,65 581,87+243 nt nt nt
S. amplexicaulis .
V odeni 11411+ 412 160,82 + 3,64 nt nt 151,07 + 26,24
o Etanolni 39333+2,71 341,23+2,85 nt nt nt
S. jurisicii )
V odeni >500 >500 nt nt 456,21 + 12,20
S i Etanolni 31,83+1,89 17930+4,12 >500 >500 nt
. ringens
g V odeni 9,83+0,28 406,71+4,61 >500 412,36+2,31 173,06 + 5,16
5-Fluorouracil* 0,018 + 0,004 0,81 + 0,49 nt nt nt

*Prema Zizi¢ i dr. (2013); nt - nije testirano.

Etanolni i vodeni ekstrakti vrsta roda Salvia analiziranih u ovoj studiji su ispoljili
citotoksi¢no dejstvo na HCT-116, SW480 i K562 celijske linije humanog kancera sa
pribliznim opsegom ICso vrednosti od oko 10,00 do >500,00 pg/mL. Slican opseg ICsy
vrednosti utvrden je 1 u ranijim istrazivanjima citotoksicne aktivnosti ekstrakata vrsta roda
Salvia iz Jordana (89,60 - >400,00 yg/mL) (Fiore i dr., 2006) i (5,83 - >200,00 pg/mL)
(Abu-Dahab i dr., 2012), iz Juznoafricke republike (21,67 - >100,00 yg/mL) (Kamatou i
dr., 2005) i iz lrana (10,50- >100,00 ug/mL) (Firuzi i dr., 2013). Ekstrakti vrsta Salvia
analiziranih u ovoj studiji su ispoljili viSestruko slabiju citotoksi¢nost u odnosu na 5-
fluorouracil koji je testiran na istoj Celijskoj liniji i pod istim eksperimentalnim uslovima u
jednoj od prethodnih studija (Zizi¢ i dr., 2013). Ekstrakti drugih vrsta Salvia su takode bili
manje efikasni u odnosu na koris¢ene komercijalne citostatike (Abu-Dahab i dr., 2012;
Firuzi i dr., 2013).

U poredenju sa drugim vrstama, ekstrakti S ringens su ispoljili najjace citotoksicno
dejstvo nakon 24 h tretmana na HCT-116, koje se moZze smatrati znacajnim (ICso< 30
bg/mL) na osnovu kriterijuma o citotoksicnoj aktivnosti ekstrakata Americkog nacionalnog

instituta za kancer (NCI) (Suffenes i Pezzuto, 1990). Literaturni podaci o citotoksicnoj
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aktivnosti analiziranih vrsta dostupni su samo za vrstu S. ringens, Ciji je metanolni ekstrakt
ispoljio snazno citotoksi¢no delovanje na Celije kancera koze (A431), dok su pojedini
abietanski diterpeni izolovani iz korena ove biljke pokazali znaCajnu citotoksi¢nost na

Celije humanog cervikalnog adenokarcinoma (HelL a) (Janicsak i dr., 2007, 2011).

Na vijabilnost HCT-116 Ccelija uticala su oba ekstrakta S amplexicaulis (ICsp
vrednosti>100 pg/mL) i etanolni ekstrakt S jurisicii (ICsp vrednosti>300 pg/mL), dok je
vodeni ekstrakt ove biljke bio bez citotoksi¢nog efekta na testiranim koncentracijama.
Nasuprot tome, vodeni ekstrakti S. amplexicaulisi S ringens su pokazali jaCe citotoksi¢no
dejstvo u poredenju sa etanolnim ekstraktima. Slicne razlike su uocene i u studijama drugih
lekovitih biljaka gde je citotoksicnost ekstrakata varirala u zavisnosti od rastvaraca i dela
biljke koriS¢enog za ekstrakciju (Karag6z i dr., 2007; Talib i Mahasneh, 2010; Tundis i dr.,
2011; Fiorei dr., 2012; Firuzi i dr., 2013; Leei dr., 2014).

Citotoksi¢nost ekstrakata testiranih u ovom radu je u najve¢em broju slu¢ajeva bila
veca nakon 72 h tretmana u poredenju sa 24 h, $to je u saglasnosti sa Fiore i dr. (2012) koji
su pokazali da je citotoksiCna aktivnost S. menthifolia zavis kako od koncentracije
ekstrakta, tako i od vremena reakcije.

Druga celijska linija humanog kolorektalnog karcinoma (SW480) je bila gotovo
neosetljiva natretmane ekstraktima S. ringens. Borralho i dr. (2009) su pokazali daje HCT-
116 Celijska linija znacajno osetljivija na tretmane 5-florouracilom u odnosu na SW480.

Vodeni ekstrakti testiranih vrsta su pokazali citotoksicnost na K562 Ccelije
mijeloidne leukemije, sa ICsp vrednostima> 100 pg/mL rangiranim za ove vrste kao S
amplexicaulis< S ringens< S jurisicii. Firuzi i dr. (2013) su pokazali neSto vecu
citotoksi¢ni efekat razliCitih ekstrakata 11 iranskih vrsta Zalfija na istoj Celijskoj liniji
(1Cs50=15,60 - 111,30 pg/mL).

Zapazene razlike u citotoksicnom dejstvu izmedu pojedinih biljnih vrsta i/ili
razliCitih ekstrakata iste biljke mogu biti objasnjene razlikama u sastavu i/ili sadrzaju
aktivnih komponenti ekstrakata, medu kojima su Cesti razliciti polifenoli. Biljke koje se

koriste u ishrani sadrze niz polifenola koji deluju indivudulno ili sinergisticki kao inhibitori
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proloiferacije i induktori apoptoze Celija kancera. Polifenoli u nekim slucajevima pokazuju
slabu iskoristljivost in vivo, koja moze biti prevazidena kombinovanom upotrebom vise
polifenola (Fantini i dr., 2015). Stavise, kombinacija kvercetina i njegovog glikozida
hiperozida pokazuje jaCe antikancerogene efekte nego ovi flavonoidi pojedinacno (Li i dr.,
2014). Mnogobrojna antikancerogena jedinjenja su identiikovana u ekstraktima vrsta roda
Salvia, kakve su triterpenske kiseline (posebno ursolna kiselina), ruzmarinska kiselina,
luteolini kvercetin (Janicsak i dr., 2006; Xavier i dr., 2009a,b).

U ekstraktima S. ringens i S, amplexicaulis kao dominantne komponente su bili
prisutni glikozidi kempferola (=40 - 60%), a narocito kempferol 3-O-(6”-O-acetilglukozid)-
7-O-ramnozid. Pojedini glikozidi kempferola su opisani kao snazni citotoksicni agensi
protiv nekoliko celijskih linija leukemije sa 1Cso vrednostima izmedu 6,50 - 30,70 pg/mL
(Dimas i dr., 2000), kao i protiv celijskih linija kancera pluca i koze (0,50 -1,90 pyg/mL)
(Moon i dr., 2010). U poredenju sa etanolnim ekstraktima, vodeni ekstrakti S ringensi S
amplexicaulis su pokazali snaznije citotoksicno dejstvo, Sto se moze pripisati prisustvu ili
visem sadrZaju nekih komponenti, od kojih su kafena kiselina (Prasad i dr., 2011),
ruzmarinska kiselina (Xavier i dr., 2009a; Hossan i dr., 2014) i pojedini glikozidi apigenina
(Srivastava i Gupta, 2007) ocenjeni kao obecavajuci antikancerogeni agensi. U testiranim
ekstraktima S jurisicii navedena jedinjenja nisu bila prisutna, dok je sadrzaj glikozida
kempferola bio znatno nizi (do 6,00%), Cime se moze objasniti slabo citotoksicno dejstvo
ove biljke u odnosu na ekstrakte ostalih vrsta. Etanolni ekstrakt ove biljke je sadrzao
pojedina fenolna jedinjenja, kao $to su galna kiselina, glikozidi luteolina i hiperozid sa
izrazitim citotoksi¢nim dejstvom (Yafiez i dr., 2004; Francisco i dr., 2014; Li i dr., 2014)

koja su bila odsutna ili prisutna u manjim koli¢inama u vodenom ekstraktu ove biljke.

4.9. Antineur odegener ativna aktivnost ekstrakata proucavanih vrsta

Oksidativni stres moze igrati vaznu ulogu u patogenezi neurodegenerativnih bolesti
kao Sto su Alchajmerova bolest (AD) i Parkinsonova bolest (PD) (Di Mateo i dr., 2007;
Orhani dr., 2007).
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Ajchagimerova bolest (AD) je progresivha degeneracija koja se prepoznaje se po
gubitku kratkotrajne memorije i oStecenju ostalih kognitivnih funkcija (Perry i dr., 1996;
Akhondzadeh i dr., 2003). Neurohemijski se prepoznge po gubitku aktivnosti
neurotransmitera acetilholina (ACh) i butirilholina (BuCh) u cerebralnom korteksu, koje
hidrolizuju enzimi acetilcholinesteraza (AChE) i u manjoj meri butirilholinesteraza
(BuChE) (Orhan i dr., 2007, 2012). Stoga se u tretmanu AD koriste razliCiti sintetiCki i

prirodni lekovi Ciji se mehanizam delovanja zasniva na inhibiciji AChE (Perry i dr., 1996;
Akhondzadeh i dr., 2003; Orhan i dr., 2007).

Parkinsonova bolest (PD) je progresivna neurodegeneracija koja se karakterise
nizom poremecaja motornih funkcija, a nastaje usled propadanja dopaminergi¢nih neurona
srednjeg mozga (Gelb i dr., 1999; Nussbaum i Ellis, 2003; Hasegawa, 2010) uzrokovanog
hiperprodukcijom kvinonskih derivata i posebne forme melanina (neuromelanina) koji
nastgje iz dopamina u reakciji katalizovanoj tirozinazom (Khan i dr., 2007; Hasegawa,
2010). Tirozinaza (TYR) je ukljucena u procese enzimske oksidacije biljnih fenola i u
biosintetski put melanina kod Zivotinja (Masuda i dr., 2005; Kim i Uyama, 2005; Khan i
dr., 2006; Wang i dr., 2006; Hasegawa, 2010; Loizzo i dr., 2012). Tirozinazni inhibitori se
primenjuju u cilju poboljSanja kvaliteta hrane biljnog porekla i u leCenju hiperpigmentacije
(Wangi dr., 2006; Khan i dr., 2007).

Zalfija, ruzmarin i matiénjak su tradicionalno koriséene za “jacanje” mozga i
pospeSivanje memorije (Perry i dr., 1996). Etarska ulja i ekstrakti pojedinih vrsta roda
Salvia deluju in vitro i in vivo kao moc¢ni AChE inhibitori, posebno dalmatinska (S.
officinalis), Spanska zalfija (S lavandulifolia) i grcka zalfija (S triloba) (Perry i dr., 1996,
2003; Akhondzadeh i dr., 2003; Savalev i dr., 2003; Kennedy i dr., 2006; Senol i dr., 2010;
Barabadan i dr., 2012). Potencijal velikog broja vrsta Zalfija u inhibiciji enzima ukljucenih
u neurodegeneraciju je saopSen od strane istrazivaca iz Turske (Orhan i dr., 2007, 2012,
2013; Senol i dr., 2010). Znatno je manje literaturnih podataka o aktivnosti lekovitih biljaka
kao inhibitora TYR (Leei dr., 1997; Wang i dr., 2006; Lini dr., 2011; Loizzo i dr., 2012),
ukljucujuci i podatke o vrstama roda Salvia (Lini dr., 2011; Suntar i dr., 2011; Orhanii dr.,
2012).
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Rezultati i diskusija

Etanolni i vodeni ekstrakti istrazivanih vrsta Salvia i komercijani lekovi galantamin
I kojiCna kiselina su testirani na koncentracijama 25, 50 i 100 pg/mL na aktivnost u
inhibiciji neurodegenerativnih enzima, acetilholinesteraze (AChE) i tirozinaze (TYR).

Rezultati su predstavljeni u procentimainhibicije enzimau Tabelama 21-22.

Oba ekstrakta S amplexicaulis su inhibirali aktivnost AChE (25,05 - 27,98%) i
TYR (62,40 - 68,44%). Ekstrakti su pokazali slabiju aktivnost u poredenju sa standardom
gaantaminom (42,38 - 57,11%), ali jaCu u odnosu na koji¢nu kiselinu (35,73 - 51,81%).
Ekstrakti S. jurisicii suinhibirali aktivnost AChE i TYR u opsegu 25,50 - 30,66%, odnosno
60,42 - 67,20%. Na testiranim koncentracijama, ekstrakti su pokazali nizi procenat
inhibicije AChE u poredenju sa standardom galantaminom i viSi u odnosu na koji¢nu
kiselinu. Etanolni i vodeni ekstrakti S. ringens su pokazali dlabiju inhibiciju AChE (26,49 -
30,54%) u poredenju sa galantaminom. Potencijal ekstrakata dainhibirgu tirozinazu (52,24

- 64,92%) je bio visi u odnosu na kojicnu kiselinu.

Ekstrakti S ringens su se pokazali ngefikasnijim u inhibiciji AChE, dok su
ekstrakti S. amplexicaulis imali najveci potencijal u inhibiciji TYR. Ekstrakti 16 testiranih
vrsta zalfija su inhibirale AChE i BChE na 100 pg/mL sa vrednostima izmedu 5,32 -
44,12%. Medu njima, metanolni i etil acetatni ekstrakti S amplexicaulis iz Turske su
takode bili efikasniji u inhibiciji TYR nego AChE (Orhan i dr., 2012), sa nizim
vrednostima procenata inhibicije nego u ovom radu. Do sada nisu saopSeni rezultati

istrazivanja antineurodegenerativnog dejstva ekstrakata S. jurisicii i S. ringens.

Literaturni podaci o vrstama roda Salvia kao inhibitorima TYR su veoma oskudni.
Suntar i dr. (2011) su proucavali inhibitorni efekat etanolnnih ekstrakata dve vrste Salvia na
TYR i nasli da ekstrakt S crypantha pokazuje jacu aktivnost u odnosu na S cyanescens.
Ekstrakti 16 vrsta Zalfija testiranih u studiji Orhan i dr. (2012) su bili bez efekta ili su
ispoljili veoma dlabu inhibiciju TYR (<11,65%). Rezultati ovog rada su u skladu sa
rezultatima koje su saopstili Masuda i dr. (2005), gde su etanolni ekstrakti 39 biljaka iz
Japana inhibirali TYR u Sirokom opsegu vrednosti (6,80 - 60,80%). U jednoj od starijih
studija Lee i dr. (1997) su proucavali inhibiciju melanogeneze pomocu 100 biljnih

ekstrakata i utvrdili da ove biljke poseduju antitirozinaznu aktivnost izmedu 3,00 - 85,00%.
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Tabela 21. Potencijal etanolnih i vodenih ekstrakata proucavanih vrsta Salvia i komercijanog inhibitora galantamina da

inhibirgju aktivnost acetilholinesteraze prezentovana kao procenat inhibicije (%).

Inhibicija acetilholinesteraze (%)

Uzor ak/standar d
Konc. ekstrakta (ug/mL)
25
50

100

S. amplexicaulis

Etanolni Vodeni
25,65 = 5,51 21,42 + 4,58
2749+340  2586+4,72
27,98 £ 491 25,05 = 4,08

S. jurisicii
Etanolni Vodeni
30,66 £ 1,11 29,79+ 2,46
26,36 + 2,09 29,48 + 2,67
25,50+ 2,43 25,90 =+ 2,64

S. ringens
Etanolni Vodeni
30,54 £ 3,12 29,07 £2,52
32,23+1,99 29,04 +2,81
27,80 £4,87 26,49 £ 4,56

Galantamin

42,38+ 0,74
50,56 + 0,51

51,81 +255

Tabela 22. Potencija etanolnih i vodenih ekstrakata proucavanih vrsta Salvia i komercijalnog inhibitora kojicne Kkiseline da

inhibirgju aktivnost tirozinaze prezentovana kao procenat inhibicije (%).

Inhibicijatirozinaze (%)

Uzor ak/standard
Konc. ekstrakta (ug/mL)
25
50

100

S. amplexicaulis

Etanolni Vodeni
65,12+ 1,79 62,65+ 1,04
66,36 + 0,60 62,40 + 1,30
68,44+ 1,79 67,25+0,87

S. jurisicii
Etanolni Vodeni
65,07 = 0,65 64,87 £ 0,99
64,38 + 0,90 61,61+ 0,91
67,20 £ 0,23 60,42 £ 0,82

S. ringens
Etanolni Vodeni
61,80 + 3,60 46,49 + 0,15
63,54 + 2,53 52,24 + 3,63
63,93+ 2,51 64,92 £ 0,83

Koji€na kiselina

35,73+ 5,46
33,93+ 3,78

51,81 +255
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Rezultati i diskusija

Procenat inhibicije AChE i TYR je u nekim slu€ajevima rastao sa povecanjem
koncentracije ekstrakta, dok u drugim nije uoCena ovakva pravilnost. Sli¢ni rezultati
dobijeni su i u prethodnim istrazivanjima gde su testirane rastuce koncentracije ekstrakata
vrstaroda Salvia (Orhani dr., 2007, 2013; Senol i dr., 2010).

Sli¢no rezultatima prethodnih studija (Boga i dr., 2011; Husni i dr., 2011), etanolni
ekstrakti vrsta testiranih u ovom radu su bili jaCi inhibitori AChE i TYR u poredenju sa
vodenim ekstraktima. Etanolni ekstrakti dobijeni sukcesivnom ekstrakcijom 14 vrsta Zalfija
iz Turske su pokazali neSto niZze procente inhibicije AChE (1,00 - 27,95%) (Orhan i dr.,
2013) u odnosu na etanolne ekstrakte vrsta analiziranih u ovom radu, Sto se moze pripisati

razlikama u ekstrakcionoj proceduri.

Naime, Orhan i dr. 2007, 2013; Senol i dr., 2010) su nasli da nepolarne frakcije
velikog broja Zalfija efikasnije inhibiraju AChE i BChE u odnosu na polarne. Orhan i dr.
(2007) su pretpostavili da nepolarne frakcije poseduju visi sadrzaj nepolarnih komponenti
kao Sto su terpeni koji mogu biti aktivne komponente u testovima za evaluaciju
antiholinesterazne aktivnosti. Perry i dr. (2003) su pretpostavili da dominantne
monoterpenske komponente etarskog ulja S. lavandulifolia (kamfor, 1,8-cineol, borneol o- i
[3-pinen) mogu biti nosioci anti-AChE aktivnosti ulja ove biljke, koje se uglavnhom moze
pripisati prisustvu 1,8-cineola (Savalev i dr., 2003).

Literaturni podaci ukazuju da ekstrakti lekovitih biljaka sadrze fenolne kiseline i
flavonoide koji deluju kao inhibitori ovih enzima (Chang, 2009; Roseiro i dr., 2012; Xie i
dr., 2014). UocCeno je da su ekstrakti sa znaCajnom inhibicijom TYR pokazali snaznu
antioksidativnu aktivnost, ali joS uvek nije utvrdeno da li vazi obrnuto (Masuda i dr., 2005),
Sto se moze objasniti prisustvom fenolnih jedinjenja koji eliminiSu slobodne radikale ili o-
kvinone i na taj nacin inhibiraju TYR (Wang i dr., 2006).

Ekstrakti vrsta analiziranih u ovom radu su pokazali razliCite sposobnosti u
inhibiciji AChE i TYR, koje mogu biti odraz kvalitativno-kvantitativnih razlika u njihovim
fenolnim komponentama. Etanolni ekstrakti svih testiranih vrsta bili efikasniji inhibitori
ovih enzima u odnosu na vodene ekstrakte, Sto moze biti objaSnjeno time da su pojedine

fenolne komponente bile prisutne u vecem sadrzaju ili iskljucivo u etanolnim ekstraktima.
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Rezultati i diskusija

Takve komponente u etanolnim ekstraktima su 5-O-glukozidi luteolinai genkvaning, rutin i
hiperozid (S amplexicaulis), galna kiselina, glikozidi Iuteolina i hiperozid (S jurisicii) i
apigenin, luteolin, hiperozid i kumarin (S ringens). Generalno, ekstrakti S. amplexicaulis,
S jurisicii i S ringens sadrze razliCite fenolne komponente, od kojih su galna, kafena i
ruzmarinska kiselina, apigenin, luteolin, kvercetin, kempferol i njihovi glikozidi opisani
kao inhibitori AChE i TYR (Kang i dr., 2004; Kim i Uyama, 2005; Chang, 2009; Roseiro i
dr., 2012; Loizzo i dr., 2012; Xiei dr., 2014).

Flavonoidi sa a-keto grupom su opisani kao moéni TYR inhibitori, $to se pripisuje
struktunoj slicnosti sa L-DOPA zbog Cega se kompetitivno vezuju za tirozinazu. Flavonoidi
sa strukturom hidroksi-4-keto, kakvi su kempferol i kvercetin, ireverzibilno inhibirgu
tirozinazu tako Sto grade helate sa jonom bakra iz aktivnog centra ovog enzima (Kim i
Uyama, 2005). Flavonoidi sa hidroksilnom grupom na A prstenu i sa generalno vecim
stepenom hidroksilacije, pokazuju izrazeniju sposobnost da vezu i inhibiraju AChE, po
kojoj su flavonoidi rangirani kao kvercetin> luteolin> apigenin> kempferol (Xie i dr.,
2014). Stoga, flavonoidni glikozidi su uglavnom slabiji inhibitori u odnosu na odgovarajuce
aglikone, mada rezultati variraju u zavisnosti od broja, poloZaja i tipa Secernih komponenti
(Kim i Uyama, 2005; Xie i dr., 2014). lako SeCerne grupe ometaju Cvrsto vezivanje
glikozida za aktivni centrar tirozinaze, one istovremeno ometgju pristup L-DOPA i na tg
nacin inhibiraju TYR aktivnost (Kim i Uyama, 2005).

Sem polifenola, biljke koje se koriste u ishrani sadrze i druge inhibitore AChE i
TYR (terpene, sterole i alkaloide) sa kojima polifenoli mogu delovati sinergisticki u in vivo
uslovima (Roseiro i dr., 2012).
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5. ZAKLJUCCI

Ovim istrazivanjem se dosSlo do znaCajnih rezultata o mikromorfoloskim,
anatomskim i citoloSkim karakteristikama Salvia amplexicaulis, S jurisicii i S ringens
sakupljenih u Republici Makedoniji. S obzirom da su uzorci ovih vrsta sa drugih lokaliteta
parcijalno istrazeni u okviru Sirih fitohemijskih studija, u ovom radu je izvrSeno
sveobuhvatno ispitivanje antioksidativne, antimikrobne, citotoksicne i
antineurodegenerativne aktivnosti uzoraka ovih vrsta iz Makedonije i sprovedena detaljna
hemijska analiza u cilju nalaZenja fitokonstituenata etarskih ulja i ekstrakata odgovornih za

razliCita bioloSka dejstva.

1. Listovi andiziranih vrsta su bifacijalni, hipo- ili amfistomaticni, sa paracitnim
stomama, generalno sa veoma slicnim opstim planom grade. Provodni snopi¢i su u
glavnhom nervu karakteristicno zaokruzeni kolenhimom ka nali¢ju i malobrojnim
sklerenhimskim vlaknima ka licu lista Stablo S jurisicii i S amplexicaulis je na
poprec¢nom preseku Cetvorougaono, dok je kod S. ringens okruglo. Neke od karakteristika
stabala usnatica (subepidermalno distribuiran kolenhim, viSeslojan na uglovima stabla,
provodni elementi organizovani u prstenove sa grupicama sklerenhima iznad floema) su

bili prisutni kod analiziranih vrsta

2. Na vegetativnim i generativnim organima analiziranih vrsta su bile prisutne
raznovrsne jednocelijske (kratke) do viSecelijske (duge) neglandularne trihome. Medu
glandularnim su uoCene peltatne, kapitatne i digitiformne trihome. Pelatane trihome su bile
prisutne kod svih vrsta, ali je varirao broj Celija sekretorne glavice od 8 (u jednom krugu)
kod S jurisicii do 12 (u dva kruga) kod S ringens. Broj Celija sekretorne glavice S
amplexicaulis nije utvrden, jer su posmatrane u postsekretornoj fazi. Tip | (,,niske”
kapitatne trihome) sa viSe podtipova je uoCen kod svih andliziranih vrsta. Tip Il (,,visoke*
kapitatne trihome) je bio prisutan sa pet morfoloskih podtipova samo na delovima cveta S
ringens. Digitiformne trihome su se sastojale od 3 - 4 Celije pribliZzne Sirine u nizu, a uocene

su nalistovima S ringensi S jurisicii.
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3. OraSice vrsta roda Salvia prouCavane u ovom radu su se po dimenzijama
rangirale kao S. amplexicaulis< S jurisicii< S ringens. Oblik oraSica S jurisicii i S ringens
je sferiCan, a S. amplexicaulis prolatno-sferi¢an. Kod svih analiziranih vrsta ornamentacija
povrSine je retikulatna. Merikarp sitnijin oraSica S amplexicaulis i S jurisicii je

osluznjavao nakon 15 minutai tek nakon 45 minuta kod krupnijih oraSica S. ringens.

4. Rezultati palinoloske analize pokazuju da S ringens poseduje heksakolpatna,
radijalno simetricna i izopolarna polenova zrna, prolatnog oblika i biretikulatne
ornamentacije egzine. Floralne nektarije S. ringens su uocljive u obliku prstena u bazi
plodnika, pokrivene Kkarakteristicnim epidermisom sa modifikovanim stomama za

izluCivanje nektara.

5. Rezultati sastava etarskog ulja dobijeni pomoc¢u GC-FID i GC-MS pokazuju da
su etarska ulja S. amplexicaulis i S jurisicii uglavnom sastavljena od oksidovanih

seskviterpena, dok su u ulju S. ringens dominirali oksidovani monoterpeni.

6. Vodeni i akoholni ekstrakti svih vrsta su pokazali najvisi prinos i
spektrofotometrijski izmereni sadrzaj ukupnih fenola, dok je najvisi sadrzaj flavonoida bio
prisutan u etil acetatnim ekstraktima. Sadrzaj ukupnih fenola je bio najvisi u ekstraktima S
ringens, a flavonoida u ekstraktima S. amplexicaulis. Sadrzaji ukupnih fenola i flavonoida
su bili najvisi u ekstraktima celih nadzemnih delova i listova. Poredeci dve sezone, znatne

varijacije su primecene u prinosu, ali ne i u sadrzaju ukupnih fenola i flavonoida.

7. Rezultati HPLC-DAD analize su pokazali da je najveci broj fenolnih komponenti
idenifikovan u metanolnim ekstraktima, za kojima slede etanolni i vodeni ekstrakti. Kafena
i ruzmarinska kiselina su u najvecem procentu bile prisutne u ekstraktima S. ringens. Medu
flavonoidima su najzastupljeniji bili glikozidi kempferola, od kojih je kempferol 3-O-(6"-
O-acetilglukozid)-7-O-ramnozid bio prisutan u pojedinim ekstraktima S. amplexicaulisi S

ringens sa priblizno 30-60%.

8. Pojedini vodeni i akoholni ekstrakti S. amplexicaulis i S ringens su redukovali
DPPH radika sa slicnom ili nesto viSom efikasnoS¢u u odnosu na standardni antioksidans

BHT. Etarsko ulje S. ringens se pokazalo viSestruko slabijim u odnosu na ekstrakte ove
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biljke. Najsnazniju aktivnost u ABTS testu su ispoljili ekstrakti S ringens, dok su u FRAP
testu nesto aktivniji bili ekstrakti S amplexicaulis. Etanolni i vodeni ekstrakti S. ringens su
se pokazali efikasnijim od BHA i BHT u [3-karoten/linolna kiselina testu. Pojedinacno,

ekstrakti listova i celih nadzemnih delova su ispoljili najvisi antioksidativni kapacitet.

9. Antioksidativna aktivnost je jaCe korelisana sa spektrofotometrijski izmerenim
sadrzajem ukupnih fenola, dok je korelacija sa rezultatima HPLC analize bila jaca u sluCaju
flavonoida, posebno glikozida kempferola. NajjaCi koeficijenti korelacije su utvrdeni za
parove testova DPPH/ABTS i ABTS/FRAP.

10. Ekstrakti, i posebno etarsko ulje S ringens su pokazali antibakterijsko dejstvo
na sve testirane vrste bakterija, medu kojima su najsenzitivnije bile Staphylococcus aureus,
Micrococcus flavusi Bacillus cereus. Etarsko ulje S ringensi ekstrakti S, amplexicaulis su
delovali antifungalno na rast testiranih  mikromiceta, posebno  Trichophyton
mentagrophytes, Aspergillus glaucus i pojedine vrste Candida. Etanolni ekstrakti svih
vrsta su ispoljili jaCe antibakterijsko, a vodeni nesto izrazitije antifungalno dejstvo.

11. Etanolni i posebno vodeni ekstrakt Salvia ringens delovao je citotoksi¢no na
HCT-116 Celijsku liniju kolorektalnog karcinoma, dok je vodeni ekstrakti S. amplexicaulis

ispoljio najsnazniju citotoksicnost u slucaju K562 linije mijeloidne leukemije.

12. Ekstrakti testiranih vrsta su slabiji inhibitori AChE u odnosu na galantamin, ali
jaci inhibitori TYR u odnosu na kojicnu kiselinu. Etanolni ekstrakti svih testiranih biljaka
su efikasnije inhibirali AChE i TYR u odnosu na vodene ekstrakte. Ekstrakti S. ringens su
bili ngjefikasniji protiv AChE, dok je S. amplexicaulis najsnaznije inhibirala TYR.

13. Pojedini ekstrakti S. ringens i S, amplexicaulis predstavljaju obec¢avajuci izvor
fenolnih jedinjenja koji mogu naci primenu kao antioksidansi, citotoksi¢ni agensi i
inhibitori tirozinaze. U cilju potencijalne terapijske primene, neophodno je potvrdivanje
dejstva kroz in vivo studije. SledeCi korak u istrazivanju bi ukljuCio izolovanje i
identifikaciju pojedinaCnih komponenti i ispitivanje njihovog izolovanog efekta, ali i
sinergistiCkog efekta sa drugim komponentama i komercijalnim preparatima u in vivo

uslovima.
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[a je AOKTOpcKa AucepTauuja nog Hacnosom

»Mukpomopdonowke kapakrepuctuke Salvia amplexicaulis Lam., S. jurisicii
Kosanin u S. ringens Sibth. & Sm. (Lamiaceae), xemujcku cactaB u Guonouka
AKTUBHOCT HbMXOBMX €TapCKUX YIba U eKcTpakaTta“

e pe3ynTtaTt corcreeHor NCTpaxeadykor paga,

e [a auceprauuja y LenuHU HU y AernoBuma Huje buna npegnoxeHa 3a cruuarmke
Apyre OunnoMe npema CTyaWjCKUM nporpamuma [pYrux BWCOKOLLKOICKMX
yCTaHoBa;

e [1a cy pe3ynTtaTv KOPEKTHO HaBeAEeHN K

e [a HMCaMm Kpluuo/na ayTopcka rnpaBa M KOpUCTWMO/Na WHTENeKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

Motnuc aytopa

Y Bbeorpagy, 5.7.2016.
#. &am@




N3jaBa 0 MICTOBETHOCTH LUTAMMaHe U eNieKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Mme u npesume aytopa ____ AHa Anumnuh

Bpoj uHaekca B3018/2010

Cryamjcku nporpam Buonoruja

Hacnoe paga _ ,Mukpomopdonowke kapakrepuctuke Salvia amplexicaulis

Lam., S. jurisicii Ko$anin u S. ringens Sibth. & Sm. (Lamiaceae), xemujcku cactaBs
¥ BMonouKa aKTMBHOCT HhMXOBUX €TAPCKMX Yiba M eKcTpakara“

MeHTop Coma [lynetun-Jlaywesuh

W3jaerbyjem fa je wtamnaHa Bepavja Mor AOKTOPCKOr pajla UCTOBETHA ereKkTPOHCKO)
BEP3UjKU Kkojy cam npepao/na paaun noxpaweHa y [durutanHoMm perno3vuTopujymy
YHuBepauteta y beorpany.

[osBorbaBaM Aa ce objaBe MojU NUYHW nojauw Be3daHn 3a Aobujarbe axkagemckor
Ha3uBa [OKTOopa Hayka, Kao LUTO cy UMe W Npe3nume, rogMHa n Mecto poflewa n gatym
onbpaHe papa.

OBM nvyHM nogjaum mory ce o0B0jaBUTM Ha MpEeXHUM CcTpaHuulama nurutanHe
BbubnuoTteke, y enekTpoHCKOM kaTanory u y nybnvkauvjama YHueepauteta y beorpagy.

MoTtnuc aytopa

Y beorpagy, 5.7.2016. ;]
45. ]




U3jaBa o kopuwherwy

Osnawhyjem YHusepautetcky bubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y [durutantyu
perno3autopujyMm YHuBepauTeTa y beorpagy yHece mojy [oOKTOpcky AucepTtauunjy nog
HaCrnoBOM:

»Mukpomopdconowmke kapakrepuctuke Salvia amplexicaulis Lam., S. jurisicii
Kosanin u S. ringens Sibth. & Sm. (Lamiaceae), xemmjcku cactrae u buonouika
aKTUBHOCT HbMXOBMX ETAPCKMX YIba U eKcTpakaTa“

Koja je Moje ayTopcKo geno.

[vcepTaumjy ca ceum npunosumMa npegao/na cam y enekrpoHckom cdopmary norofgHom
3a TpajHO apxmBupam-e. :

Mojy pgokTopcky pAauceptauumjy noxpakseHy |y [urutanHom — penos3vtopujymy
YHuBepauteTa y beorpagy v AOCTYNHY Y OTBOPEHOM MPUCTYNy MOry [a KOpUCTe CBU
koju nowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatuBHe 3ajegHuuie
(Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyyvo/na.

1. AytopcTteo (CC BY)

2. AytopcTBO — HekomepuujanHo (CC BY-NC)

3. AytopcTtBo — HekomepuujanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HekomepumjanHo — Aenutu nog nctum ycnoemma (CC BY-NC-SA)
5. Aytopcteo — 6ea npepaga (CC BY-ND)

6. AytopctBo — Aenutu nog uctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monumo fa 3aoKpy)XuTe camo jegHy oA LecT noHyReHux nuueHuw.
KpaTtak onuc nuueHLu je cactaBHW Je0 OBE 13jaBe).

MoTnuc aytopa

Y beorpagy, 5.7.2016. )
AMW [




1. AytopcTtBOo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUDYLM)y M jaBHO caoniwiTasBake
Jena, v npepage, ako ce HaBege WMe ayTopa Ha HadvwH ofpefeH of cTpaHe ayTopa
unu gasaoua nuueHue, Yak u y komepumjanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHuja of CBUX
nLEHLA.

2. AytopcTtBO — HekomepuwujanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBatbe, AUCTPUBYLM)y u
jaBHO caonwiTaBake Aena, 1 npepage, ako ce HaBefe uMe aytopa Ha HauduH ogpeheH
of, cTpaHe ayTopa unu aasaoua nuueHue. Osa nuueHLa He 103BorbaBa KomepLuvjanHy
ynoTtpeby gena.

3. AyTtopcTBO — HekomepuujanHo — Ge3 npepaga. [lo3BorbaBarte yMHOXaBatse,
avctpubyumjy M jaBHO caonwTaBawe fena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa WNK
ynotpebe pgena y cBOM [feny, ako ce HaBefe vMe ayTopa Ha HauyuH ogpefeH of
cTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nyUeEHLA He J03BoIbaBa KOMepLwjanHy
ynoTpeby aena. Y ogHocy Ha CBe ocTane nuueHLe, OBOM NULEHLIOM ce orpaHu4asa
Hajeehwn oBbum npaea kopuwhewa gena.

4. AyTOpCcTBO — HEKOMepLUjanHo — AeNUTU NoJ UCTUM ycrnoBuma. [lo3Borbasare
yMHOXaBake, AUcTpubyuujy v jaBHO caoniwiTaBawe Jena, U npepaje, ako ce Hasepe
uMe ayTtopa Ha HauuH ogpefieH of CTpaHe ayTopa WNWU AaBaoua fMLUEHLE W ako ce
npepaga avctpwbyupa nog WCTOM WhM CMYHOM nuvueHuom. OBa nuueHua He
[03BOrbaBa koMmepumjanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopcTtBo — 6e3 npepapga. [lo3BorbaBate ymHoOXasate, AUCTpUbYLMjy 1 jaBHO
caornwTaBawe fgena, 6e3 npomeHa, npeobnukosawa unu ynotpebe gena y cBom aeny,
aKko ce HaBefe WMe ayTopa Ha HauuH ogpefleH of cTpaHe aytopa wnu pasaoua
nuueHue. Oa nuieHLa Jo3BorbaBa koMepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO — [OenuTU Mnog MCTUM ycroBuma. [losBorbaBaTe YMHOXaBae,
anctpubyumjy 1 jaBHo caoniwiTaBake Aena, v Npepage, ako ce HaBeae uMe aytopa Ha
HauuH oppefeH of cTpaHe ayTopa wWnu Aaeaoua nuleHle W ako ce npepapa
avctpubympa nog WCTOM MNKU  CRMYHOM  nvueHuom. OBa nuueHUa [o3Borbasa
komepumnjanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuuyHa je codTBepckuMm nuueHLama,
OAHOCHO NULEHLIamMma OTBOPEHOT Koaa.
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