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moraca su pokazali dobru antioksidativnhu aktivnost koja je odredivana kao
sposobnost ekstrakata da vezu slobodne radikale (DPPH-metoda), kao sposobnost
ekstrakata i etarskog ulja da spreée lipidnu peroksidaciju f-karotena u emulziji g-
karoten/linolna kiselina. Ekstrakti i etarsko ulje moraéa su pokazali slabu
antimikrobnu aktivnost koja je ispitivana protiv Gram (-) i Gram (+) bakterija
izolovanih iz gastrointestinalnog i respiratornog trakta. Hemijska analiza je pokazala
da se razlike u sastavu ekstrakata i etarskog ulja odrazavaju na biolosku aktivnost
istih.
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LISTA SKRACENICA

1,4-DHP 1,4-dihidropiridin

100 MENP metanolni ekstrakt nedozrelog ploda moraca ekstrahovan u
apsolutnom metanolu

100 MLE metanolni ekstrakt lista morac¢a ekstrahovan u apsolutnom metanolu

100MES metanolni ekstrakt stabla moraca ekstrahovan u apsolutnom metanolu

100MEZP metanolni ekstrakt zrelog ploda moraca ekstrahovan u apsolutnom
metanolu

80 MLE metanolni ekstrakt lista moraca ekstrahovan u 80% metanolu

80MENP metanolni ekstrakt nedozrelog ploda moracéa ekstrahovan u 80%
metanolu

80MES metanolni ekstrakt stabla moraca ekstrahovan u 80% metanolu

80MEZP metanolni ekstrakt zrelog ploda moraca ekstrahovan u 80% metanolu

ACh acetilholin

AK askorbinska kiselina

ALT alanin-aminotransferaza

ANOVA analiza varijanse

AO antioksidativna aktivnost

AST aspartat-aminotransferaza

BKCa kalijumovi kanali sa velikom provodljivoséu

CCly karbon-tetrahlorid

CFU Colony forming units

CLSI Clinical & Laboratory Standards Institute

CYP2C9 citohrom P450 2C9 gen

DNES difuzni neuroendokrini sistem

DNFB 2,4-dinitrofluorobenzen

DPPH-radikal 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal

ECso efektivna koncentracija koja inhibiSe 50% kontrakcija glatke

muskulature ileuma pacova




EUL

etarsko ulje lista moraca

EUNP etarsko ulje nedozrelog ploda moraca

EUZP etarsko ulje zrelog ploda moraca

FD funkcionalna dispepsija

FGIP funkcionalni gastrointestinalni poremecaj

GAE ekvivalent galne kiseline

GC gasna hromatografija

GC-FID plamenojonizacioni detektor

GC-MS gasna hromatografija-masena spektrometrija

Gl gastrointestinalni

GIP gastri¢ni inhibitorni polipeptid

GLP glukagonu-slican peptid

H>OL vodeni ekstrakt lista moraca

HOMES vodeni ekstrakt stabla moraca

H2ONP vodeni ekstrakt nedozrelog ploda moraca

H20ZP vodeni ekstrakt zrelog ploda moraca

HPLC teCna hromatografija visokih performansi

HSV-1 virus Herpes simplex tip 1

ICso koncentracija uzorka koja je potrebna da inhibiSe 50% slobodnih
DPPH radikala ili da spreci obezbojavanje 50% f-karotena

ICC intersticijumske Kahalove ¢elije

ICC-AP intersticijumske Kahalove ¢elije Auerbahovog pleksusa

ICC-DMP intersticijumske Kahalove ¢elije lokalizovane u dubokom mis§i¢nom
pleksusu

ICC-IM intramuskularne intersticijumske Kahalove ¢elije

ICC-MY mijenteri¢ke intersticijumske Kahalove celije

ICC-SMP intersticijumske Kahalove ¢elije lokalizovane u submukozi i
submukoznom pleksusu

IL interleukin

IP3

inozitol trifosfat




L-NAME L-nitroarginin metil estar

MAO monoamino-oksidaza

MBC minimalna baktericidna koncentracija
MDA malon dialdehid

MHA Mueller-Hinton agar

MHB Mueller-Hinton bujon

MIC minimalna inhibitorna koncentracija
MKLL miozin-kinaza lakih lanaca

PI-3 virus parainfluence tip 3

PVPP polivinil polipirolidon

RK ruzmarinska kiselina

RUE ekvivalent rutina

SIC sindrom iritabilnog creva

SKCa kalijumovi kanali sa malom provodljivosc¢u
TNF tumorski faktor nekreoze

TTC 2,3,5-trifenil tetrazolijum hlorid

USDA United States Department of Agriculture
VIP vazoaktivni intestinalni polipeptid
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1. UVOD

Biljne vrste i biljni proizvodi, koji sadrze bioloski aktivne sastojke, sve vise se
primenjuju u ishrani ali i u terapeutske svrhe. Iz tih razloga se sprovode intenzivna naucna
istrazivanja kojim se analiziraju potencijalni terapeutski efekti biljaka kao i mehanizmi dejstava
biloski aktivnih jedinjenja.

Funkcionalni gastrointestinalni poremecaji (FGIP) su grupa od vise od dvadesetak
hroni¢nih medicinskih stanja gastrointestinalnog trakta koje karakteriSe poremeéen motilitet
creva (Qu i sar, 2014). Funkcionalna dispepsija (FD) i sindrom iritabilnog creva (SIC), uz
konstipaciju i ezofagealne smetnje su najzastupljenije bolesti ove grupe (Palsson i Whitehead,
2013).

Karakteristike funkcionalnih gastrointestinalnih poremecaja su odsustvo strukturne ili
biohemijske abnormalnosti koje bi opravdale postojanje simptoma koji se manifestuju u obliku
dijareje, bolova u trbuhu, spazma, flatulencije i konstipacije (Oshima i Miwa, 2015; Corazziari,
2004).

Patogeneza FGIP nije jo$S uvek potpuno razjaSnjena. Smatra se da FGIP nastaju
sadejstvom genetskih faktora i faktora spoljasnje sredine (ishrana, psihosocijalni faktori i dr.)
(Drossman, 2006). Mogu¢i mehanizmi nastanka FGIP su poremecaji kontrolnih sistema koji
uti¢u na motilitet digestivnog trakta ili poremecaji kontraktilnosti glatkomiSi¢nih ¢elija, odnosno
FGIP su posledica motoricke 1 senzoricke disfunkcije.

Bronhijalna astma je oboljenje respiratornog sistema koje se manifestuje epizodama
gusSenja, kaSlja i opstrukcije usled reverzibilnog spazma glatke muskulature disajnih puteva
(Halayko 1 sar, 2006). Abnormalna kontraktilnost, odnosno povec¢an tonus glatke muskulature
disajnih puteva, moze doprineti nastanku bronhospazma i bronhijalne astme (Webb, 2003; Leal i

sar, 2006).

Funkcionalni poremecaji gastrointestinalnog trakta i poremecaji ventilacije pluca
spadaju u oboljenja koja zahvataju veliki procenat populacije. Statistika pokazuje da u

Sjedinjenim Americkim Drzavama svaka Cetvrta osoba ima simptome funkcionalnih poremecaja



digestivnog sistema (Drossman i sar, 2007). Podaci Svetske Zdravstvene Organizacije ukazuju
da se opstruktivna bolest disajnih puteva-bronhijalna astma, javlja kod 5-10% odraslih osoba
(Lowgagon, 1999).

Poremecaji kontraktilnosti muskulature digestivnog 1 respiratornog sistema uglavnom se
tretiraju sintetskim medikamentima, koji mogu izazvati brojne neZeljene efekte (Farhadi i sar,
2001; Borrelli i sar, 2009). Zbog toga se sve viSe paznje posvecuje prouc¢avanju prirodnih biljnih
proizvoda koji sadrze sastojke koji mogu da uti¢u na kontraktilne procese u glatkomisiénim
¢elijama. Takode, bioloski aktivne komponente biljaka predstavljaju osnovu za nastanak novih

terapeutskih preparata.



2. OPSTI DEO

2.1. MORAC (Foeniculum vulgare Miller)

Biljka mora¢ (Foeniculum vulgare Miller) pripada bogatoj familiji Apiaceae
(Umbelliferae) koja istovremeno predstavlja i jednu od najznacajnijih familija u grupi cvetnica.
Pomenuta familija, u generalnom smislu, obuhvata oko 300 rodova sa oko 3000 vrsta. U na$oj
zemlji su prisutna 53 roda sa 138 vrsta. Brojni predstavnici ove porodice su jo§ od davnina

kori$éeni u tradicionalnoj medicini zbog svojih lekovitih svojstava (Josifovi¢, 1973).

Pripadnici familije Apiaceae su dvogodisnje ili visSegodiSnje zeljaste biljke, retko mogu
biti i poluzbunovi. Usled jace razvijenog kolenhima stabljike mogu dosti¢i visinu i do 3 metra, a
precnik stabla im moze biti i do 5 cm. Listovi su naizmenic¢no, retko naspramno rasporedeni,
narocito su krupni u osnovi stabljike. Jednom ili viSestruko su perasto deljeni na razliite nacine,
te su Cesto zbog toga isecci razli¢itog oblika, nekada veoma tanak ili koncasti. Lisna drska u
osnovi prelazi u lisni rukavac koji obuhvata stabljiku. Cvetovi su uglavnom dvopolni (retko
jednopolni) 1 sitni, aktinomorfni, ponekad po obodu zigomorfni. NajceSc¢e su grupisani u slozene
Stitove kojima se bo¢ne grane ne zavrSavaju cvetovima, ve¢ prostim Stitovima. Rede su grupisani
u proste Stitove, kada imaju oblik glavice. Unutar cvasti, priperci mogu obrazovati omotac ispod
glavnog §tita (involukrum) ili ispod $titi¢a (involucelum). Cvetovi se sastoje iz pet ¢asi¢nih, pet
krunicnih listi¢a, pet prasnika i dva oplodna listiéa. Casica je, ili slabo razvijena na gornjem delu
plodnika, ili gotovo neprimetna. Kruni¢ni listi¢i su zuti ili Zutozeleni, retko beli ili crveni,
slobodni, dvoreznjeviti ili use€eni, retko celi, kod zigomorfnih cvetova nejednaki, vec¢i prema
spoljnoj strani cvasti. PraSnici su slobodni, a tucak je najcesc¢e sa dvookim (rede jednookim)
plodnikom i u svakom okcu se nalazi po jedan semeni zametak. Plodnik je podcvetan. Na
plodniku su Cesto prisutne nektarije u obliku mesnate jastucaste tvorevine (discus) ili proSirenja
(stylopodium) iz kojih se izdizu dva stubica sa lepljivim zigovima. Plod je Sizokarpijum koji se
nakon sazrevanja raspada na dva jednosemena merikarpijuma koji su vezani izvesno vreme za
nosac¢ ploda (karpofor). Plodovi su na spoljasnjoj (dorzalnoj) strani ispupcCeni, a na unutrasnjoj

(ventralnoj) pljosnati i ve¢im delom se medusobno dodiruju. Na svakom plodu se uglavnom



nalazi po pet glavnih, uzduznih rebara (lat. juga primaria), u kojima su smesteni provodni
snopié¢i. Izmedu glavnih rebara se Cesto razvijaju sporedna rebra (lat. juga secundaria), a na
gornjem kraju se mogu naci ostaci stubica i ¢asice. Kanali sa etarskim uljem se nalaze u zidu
plodnika (perikarp) ili svuda okolo ili izmedu glavnih rebara u brazdama (lat. vittae vallecularis),
retko ispod glavnih rebara (lat. vittae intrajugalis) ili na ventralnoj strani (lat. vittae
commissuralis). Seme Cesto prirasta za zid plodnika (Josifovi¢, 1973).

Biljke roda Foeniculum su visegodi$nje zeljaste biljke koje su ponekad pri osnovi
delimi¢no odrvenjene i tada imaju poluzbunastu formu. Stabljika je najceS¢e razgranata i
izbrazdana. Listovi su obiéno 3-4 puta perasto deljeni, sa konéastim reznjevima. Stitovi su
krupni, sa velikim brojem zrakova. Nema involukruma i involuceluma. Cagi¢ni listi¢i su
redukovani, bez zubaca, a krunié¢ni listi¢i su obi¢no zuti, izduzeno jajastog oblika. Plod je jajasto
izduZen i plodi¢i su sa po pet istaknutih rebara. U brazdama je po jedan kanal, a na ventralnoj
strani ploda su smeStena po dva kanala sa etarskim uljem. Rod obuhvata jednu vrstu
rasprostranjenu u oblasti Mediterana-mora¢ (Feniculum vulgare), koja je kao subspontana vrsta

zastupljena i u flori naSe zemlje (Josifovi¢, 1973).
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Slika 2.1. Mora¢ (Foeniculum vulgare Miller)

Mora¢ (Feniculum vulgare) je dvogodisnja ili viSegodi$nja zeljasta biljka. Stabljika
biljke je uspravna, okrugla, sitno izbrazdana, Suplja, od osnove razgranata, visine od 0,9 do 2 m.

Listovi su viSestruko perasto deljeni, sivoplavi 1 goli. Prizemni listovi su na drSkama, a ostali su



sedeci, sa rukavcem. Reznjevi poslednjeg reda su linearni do skoro nitasti. Rukavci obuhvataju
stabljiku, dugacki su 3-6 cm i najée$¢e su prosireni. Stitovi su dosta krupni, sa 4-25 zrakova
razli¢ite duzine. Involukrum i involucelum nisu razvijeni u cvastima. Cvetovi su sitni, tamnozuti
do zelenozuti, a stubi¢i tucka su kratki (Slika 2.1). Plod je jajasto izduzen, sa jasno izrazenim
rebrima, duzine 4-10,5 mm i $irine 2,5 mm. Brazde sa etarskim uljem su sa po jednim kanalom, a
na ventralnoj strani sa po dva kanala.

Mora¢ se od davnina uzgaja. Raste na njivama, u poljoprivrednim kulturama, ali i na
zapuStenim povr§inama. Mora¢ je u Srbiji zastupljen kao Siroko gajena vrsta. Osim kao gajena,
morac se srece 1 kao zadivljala vrsta u juznim, toplijim krajevima Srbije. OpSte je rasprostranjena
vrsta u Sredozemlju i u jugozapadnoj Aziji. Biljka je prijatnog mirisa, jestiva i koristi se u
prehrambene svrhe. Razliciti delovi biljke, posebno plod, koriste se kao zamena za anis
(Pimpinella anisum) zbog sli¢nog mirisa, a upotrebljavaju se i u proizvodnji likera i aperitiva,

sapuna i pasta za zube (Guilled i Manzanons, 1996; Oktay i sar, 2003).

2.2. TRADICIONALNA | FARMAKOLOSKA UPOTREBA MORACA

Morag se od davnina koristi u ishrani u razli¢itim delovima sveta, posebno u Indiji 1
Iranu. Zbog svog karakteristicnog 1 prijatnog mirisa koristi se kao dodatak razliitim jelima 1
napicima. Prirodne, lepe i intenzivne boje dobijene iz lis¢a i cvetova moraca se primenjuju u
tekstilnoj i kozmeti¢koj industriji. Seme moraca se od davnina u Pakistanu i Indiji upotrebljava
za osvezavanje daha. Nadzemni delovi (stablo, list, cvet 1 plod) biljke su se koristili kao laktagog
kod dojilja jer stimulisu izlu¢ivanje mleka (Agarwal i sar, 2008).
U razli¢itim delovima sveta morac¢ se koristio za lecenje brojnih stanja i oboljenja, kao
Sto su, nadutost, bolovi u trbuhu, gastritis, bol i ulkus Zeluca, dijareja i povracanje, iritabilni
kolon, infantilne kolike, groznica, prehlada, nesanica, konjuktivitis, artritis, bubrezne kolike,
promene u usnoj duplji, bolesti jetre, razlicite vrste karcinoma (Rather i sar, 2016; Pradhan i sar,
2008).

U literaturi su opisani sledeci efekti ekstrakata i etarskog ulja moraca:



relaksantni - opisano je da primena hemisjkog sredstva SJ-200 (Himcospaz), koje predstavlja
mesavinu ekstrakata biljaka i sadrzi i ekstrakt moraca, znacajno inhibise acetilholinom i
histaminom indukovane kontrakcije tankog creva pacova (Venkataranganna i sar, 2002). Takode
je opisano relaksantno dejstvo etarskog ulja moraca na prostaglandinom i oksitocinom
stimulisane kontrakcije uterusa (Ostad i sar, 2001);

atimikrobni - vodeni eckstrakt ploda moraca inhibisao je rast Gram-negativnih bakterija:
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri (Kaur i
Arora, 2009; Manonmani i Abdul Khadir, 2011; Badgujar i sar, 2014). Dokazan je antibakterijski
efekat etarskog ulja, metanolnog i etanolnog ekstrakta ploda moraca protiv Bacillus cereus,
Bacillus megaterium, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Micrococcus luteus, Pseudomonas putida i Pseudomonas syringae, gde je etarsko
ulje je pokazalo ve¢i antimikrobni potencijal od ekstrakata (Gulfraz i sar, 2008; Badgujar 1 sar,
2014). Ispitivanja antimikrobnog efekta razlicitih vrsta ekstrakata ploda moraca protiv Gram-
negativnih (Escherichia coli i Salmonella typhi), i Gram-pozitivnih bakterije (Bacillus cereus i
Staphylococcus aureus) i gljiva (Candida albicans i Aspergillus flavus) su pokazala da metanolni
ekstrakt ima najveéu antimirobnu aktivnost (Roby i sar, 2013; Badgujar i sar, 2014). Etarsko ulje
ploda moraca pokazalo je znacajnu antivirusnu aktivnost na DNK virus Herpes simplex tip 1
(HSV-1) i RNK virus parainfluence tip 3 (P1-3) (Orhan i sar, 2012; Badgujar i sar, 2014);
antiinflamatorni - oralna primena metanolnog ekstrakta ploda mora¢a kod pacova i miseva je
pokazala inhibitorne efekte na akutne (karagenanom iz algi izazvan edem $ape, arahidonskom
kiselinom uzrokovan edem uva) i subakutne inflamatorne bolesti (formaldehidom izazvan
artritis) 1 na 1V tip alergijske reakcije (Choi i Hwang, 2004; Eun-Mi i Jae-Kwan, 2004);
antioksidativni - mora¢ je dugo poznat kao prirodni antioksidans i usled sadrzaja fenola i
flavonoida pokazuje visoku antioksidativnu aktivnost, pri ¢emu etarsko ulje moraca pokazuje
snazniju antioskidativnu aktivnost u odnosu na vodeni i etanolni ekstrakt ove biljke (Shahat i sar,
2011; Oktay i sar, 2003; Diaz-Maroto i sar, 2005; Anwar i sar; 2009);

antialergijski - metanolni ekstrakt ploda moraca pokazuje znacajnu inhibiciju 2,4-
dinitrofluorobenzenom (DNFB) indukovanog tipa odlozene preosetljivosti nakon oralne

primene, a opisani su i njegovi imunosupresivni efekti (Choi i Hwang, 2004);



bronhodilatatorni - opisan je znacajni bronhodilatatorni efekat etanolnog ekstrakta i etarskog
ulja moraca kod zamoraca (Boskabady i sar, 2004);

antimutageni - usled oralne primene etarskog ulja razli¢itih delova moraca opazeno je zna¢ajno
smanjenje frekvencije aberantnih promena, hromozomskih aberacija i citotoksi¢nosti (Tripathi i
sar, 2013);

antinocioceptivni - metanolni ekstrakt nadzemnih delova biljke mora¢ pokazao je znaajno
smanjenje osetljivost na bolne nadrazaje kod miseva (Nassar i sar, 2010);

hepatoprotektivni - primena etarskog ulja mora¢a kod pacova, kod kojih je karbon-
tetrahloridom (CCls) izazvano oSteéenje jetre, dovelo je do znafajnog smanjenja koncentracije
AST-a, ALT-a i bilirubina u serumu, sto ukazuje na hepatoprotektivni efekat etarskog ulja ove
biljke (Ozbek i sar, 2003).

Ostali opisani efekti etarskog ulja i ekstrakata razli¢itih delova biljke mora¢ su: antipireticki
(Tanira i sar, 1996), antitromboti¢ki (Tognolini i sar, 2007; Yoshioka i Tamada, 2005),
kardioprotektivni (Abdul-Ghani i Amin, 1988; El Bardai i sar, 2001), hipolipidemijski
(Oulmouden i sar, 2011), hipoglikemijski (EI-Soud i sar, 2011), citoprotektivni i antitumorski
(Pradhan i sar, 2008), kao i efekti na poboljsanje memorije i umanjenje stresa (Naga Kishore i
sar, 2012; Padma i Khosa, 2002; Koppula i sar, 2013).

2.3. HEMIJSKI SASTAV MORACA

Prema podacima USDA (Sekretarijata Poljoprivrede Sjedinjenih Americ¢kih Drzava)
mora¢ sadrzi brojna jedinjenja i minerale. Ova biljna vrsta je jako bogata mineralima kao sto su
fosfor, kalijum, natrijum i kalcijum (preko 50 mg u 100 g biljke), sadrzi znacajnu koli¢inu
magnezijuma (oko 17 mg/100 g biljke) i malu koli¢inu gvozda i cinka. Takode, analize pokazuju
veliku zastupljenost dijetnih vlakana i vitamina. Najvi$e je zastupljen vitamin C (oko 12 mg/100
g biljke), a prisutni su i vitamini B grupe (B1, B2, B3 i B6) i vitamini A, E i K u manjoj koli¢ini.
Cvet i stablo biljke sadrze masti i ugljene hidrate u vecoj koli¢ini od ostalih delova biljke.
Detektovano je oko 20 (mono i polinezasi¢enih) masnih kiselina u svim delovima biljke (Barros 1
sar, 2010). Fitohemijskim analizama razli¢itih delova moraca izolovana su fenolne komponente 1

nekoliko klasa sekundarnih metabolita (Jamwal i sar, 2013; Grover i sar, 2013).



U svim biljkama primarni metaboliti nastaju na isti na¢in. Primarni metabolizam biljaka
obuhvata procese fotosinteze (u kojima se stvara glikoza) i transformacije dobijene glikoze do
slozenih Secera. U primarni metabolizam spada i glikoliza do masnih i aminokiselina, sve do
sinteze lipida i proteina.

Sekundarni metabolizam se nadovezuje na primarni i predstavlja katabolizam i
transformaciju finalnih proizvoda primarnog metabolizma. Sekundarni metaboliti su po svojoj
hemijskoj prirodi veoma razli¢ita jedinjenja nastala pod dejstvom razli¢itih enzima. Ovu grupu
obuhvataju terpeni, alkaloidi, polifenoli i druga jedinjenja (Kovacevi¢, 2004). Razli¢ite su uloge
sekundarnih metabolita. Neki imaju uloge koenzima u enzimskim sistemima koji ucestvuju u
rastu, razvoju i ¢elijskom disanju biljke. Neki su znacajni za adaptaciju biljne vrste na razli¢ite
uslove, za odbranu biljke od faktora spoljasnje sredine (patogeni faktori, UV zracenje, slobodni
radikali, i dr.) (Savi¢, 1993).

Fitohemijskim analizama moraca identifikovana su sledeca jedinjenja: fenoli, masne
kiseline, isparljiva jedinjenja, ugljovodonici i jo§ nekoliko drugih klasa sekundarnih metabolita.
Identifikovana je 21 masna kiselina iz razli¢itih delova moraca (kapronska, kaprinska, kaprilna,
undekanska, laurinska, miristinska, miristoleinska kiselina i dr). Nezasi¢ene masne kiseline su
viSe zastupljene od zasi¢enih. Najveca koncentracija omega-3 masnih kiselina je pronadena u
listu moraca, a najmanja u cvasti (Barros i sar, 2010).

U etarskom ulju ploda moraca pronaden je veliki broj isparljivih jedinjenja (Akgul i
Bayrak, 1988; Fang i sar, 2006). Najzastupljeniji su trans-anetol, estragol, D-limonen, fenhon,
fenilpropanoid (Diao i sar, 2014). Veliki broj isparljivih komponenti je detektovano i u
ekstraktima moraca (Guillén 1 Manzanos, 1996; Damjanovi¢ i sar, 2005). Najzastupljeniji Su
trans-anetol, estragol i fenhon. Zastupljenost ovih jedinjenja je razlicita u razli¢itim delovima
biljke (Gross i sar, 2009).

2.3.1. Polifenoli

Polifenoli su sekundarni metaboliti biljaka sa izrazitom bioloskom aktivnos¢u. Dele se

na: fenolne kiseline, flavonoide, stilbene, lignane i tanine (Habauzit i sar, 2014).



Poslednjih decenija se polifenoli dosta izucavaju zbog znacajnog dejstva u ocuvanju
zdravlja. Opisana su antioksidativna, antiinflamatorna, antimikrobna, antitumorska, kardio- i
neuroprotektivna dejstva polifenola (Liskova i sar, 2015; Shahzad i sar, 2014; Catel-Ferreira i
sar, 2015; Chang i sar, 2013; Irirti i Varoni, 2014). Polifenolna jedinjenja reaguju sa tkivnim
proteinima, enzimima i membranskim receptorima $to menja njihovu aktivnost zbog ¢ega postoji
sve veca zastupljenost polifenola u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji (Parisi i sar, 2014).

Tanini su grupa polifenolnih jedinjenja koja su oporog ukusa i netoksi¢na su. Usled
stvaranja nerstvorljivih kompleksa sa belancevinama ispoljavaju brojne bioloske efekte kao $to
su antimikrobno, antiinflamatorno, antidijaroi¢no, antioksidativno i adstrigentno delovanje.
Tanini se koriste i kao antidoti kod trovanja teskim metalima i alkaloidima (Kovacevi¢, 2004,

Crozier i sar, 2006).

2.3.2. Flavonoidi

Flavonoidi su najpoznatiji sekundarni metaboliti biljaka sa znaCajnim uticajem na
zdravlje ljudi. Njihov skelet se sastoji iz C6-C3-C6 jedinice u kojima su dva benzenova prstena
povezana preko C3 jedinice.

Danas je opisano preko 8000 razli¢itih jedinjenja ove klase koja su zastupljena u
svakodnevnoj ljudskoj ishrani (Bigovié¢, 2013). Flavonoidi su najzastupljeniji u citrusima,
jabukama, ¢okoladi, orasastom vocu, crnom luku, ¢ajevima, vinu 1 pivu. Znacajni su za razvoj i
reprodukciju biljaka, kao i za njihov odgovor na stres. Na njihovu produkciju uticu razliciti
faktori, a najznacajniji su: visoke 1 niske temperature, UV-B zracCenje, niska koncentracija
ugljen-dioksida, jaka svetlost, lokalitet i genetika same biljke (Liu i sar, 2013).

Poznata je njihova antioksidativha aktivnost koja se ogleda u hvatanju slobodnih
radikala (Okawa i sar, 2001; Firuzi i sar, 2004; Shiba i sar, 2008). Pored antioksidativne funkcije
flavonoidi poboljSavaju funkciju endotela krvnih sudova, smanjuju krvni pritisak, regulisu
dislipidemiju, inhibiraju oksidaciju LDL-Cestica. Dokazano je da su flavonoidi dobri
vazodilatatorni, imunomodulatorni, antinocioceptivni i anti-inflamatorni agensi, modifikuju nivo

glukoze nakon obroka, poboljSavaju memoriju koja opada starenjem (Mulvihill 1 Huff, 2010).



Mora¢ predstavlja znaCajan izvor flavonoida. Najzastupljeniji flavonoidi u moracu su
kvercetin, kemferol i apigenin (Faudale i sar, 2008; Roby i sar, 2013). U vodenom ekstraktu
moraca su najzastupljeniji kvercetin i kemferol (Parejo i sar, 2004), a u metanolnom ekstraktu
moraca su najzastupljenij kvercetin i apigenin (Roby i sar, 2013).

Kvercetin pokazuje brojne farmakoloske efekte: snizava krvni pritisak kod
eksperimentalnih zivotinja i kod ljudi tako $to izaziva vazodilataciju (Perez i sar, 2014). Vodeni
ekstrakti kvercetina imaju hepatoprotektivni efekat Sto je dokazano na pacovima kojima je
izazvano oStecenje jetre aflatoksinima. Taj efekat kvercetin ostvaruje inhibiranjem oStecenja
DNK. Kod miSeva hranjenih velikom koli¢inom masti, holesterola i saharoze (Western diet),
kvercetin je smanjio nagomilavanje masnog tkiva i poboljSao ekspresiju gena koji reguliSu
metabolizam masti i ugljenih hidrata i mitohondrijalni transport (Kobori, 2014). Kvercetin uz
dodatak askorbinske kiseline odrzava normalni nivo monoamino-oksidaze (MAO) ¢ije aktivnosti
mogu uzrokovati depresiju (Bandaruk i sar, 2014). Dodavanje kvercetina u hranu pacovima Koji
su bili izlozeni y-zracenju je spreéilo ostecenje leukocita i smanjilo oStecenje DNK (Benkovi¢ i
sar, 2008).

Kemferol pokazuje antiinflamatornu, antioksidativnu i imunomodulatornu aktivnost.
Kvercetin 1 kemferol inhibiraju oslobadanje histamina iz mastocita, kao i1 oslobadanje medijatora
zapaljenja TNF-a, IL-1B i IL-6 (Park i sar, 2008). Kemferol stimuli$e sintezu insulina u -
¢elijama pankreasa i njegovu sekreciju, ispoljava i lipoliticko i antihipertenzivno dejstvo (Zhang
1 Liu, 2011; Loizzo 1 sar, 2007; Yu 1 sar, 2006). U visokim dozama ispoljava citotoksicno
dejstvo, izazivaju¢i apoptozu celija osteosarkoma i1 karcinoma pluéa, ne ispoljavajuci
citotoksi¢no dejstvo na ostale zdrave ¢elije (Huang i sar, 2010; Ruiz i sar, 2006; Sharma i sar,
2007).

Apigenin pokazuje antitumorsku, antioksidativnu, anksioliticku, imunomodulatornu 1
citoprotektivnu aktivnost. Pokazuje veliku citotoksi¢nost na liniju ¢elija leukemije (Ruela-de-
Sousa i sar, 2010; Shukla i Gupta, 2010). Veoma je snazan inhibitor CYP2C9 gena (cytochrome
P450 family 2 subfamily C member 9) i enzima kojima se metabolisu mnogi lekovi (Si i sar,
2009). Apigenin ima protektivno dejstvo kod oste¢enje bubrega pacova izazvano ciklosporinima
(Chong i sar, 2009). Aktivira nosate monoamina (Zhao i sar, 2010), ligand je centralnih

benzodiazepinskih receptora (Viola i sar, 1995) i neselektivni antagonist centralnih opoidnih
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receptora (Katavic 1 sar, 2007). Moze stimulisati neurogenezu kod starijth 1 spreCava
neuroinflamaciju (Taupin, 2009; Venigalla i sar, 2015). Apigenin povecava nivo antioksidativnih
enzima i tako ispoljava svoju antioksidativnu aktivnost (Nielsen i sar, 1999; Myhrstad i sar,
2002).

Luteolin je flavonoid zastupljen u mnogim biljnim vrstama (voce, povrce, lekovito
bilje). Pokazuje brojne bioloske efekte, a najznacCajniji su antiinflamatorni, antitumorski,
antihipertenzivni, antioksidativni i antialergijski. Antikancerski efekat ostvaruje indukcijom
apoptoze $to dovodi do inhibicije kancerogeneze i supresije metastatskih procesa (Lin i sar,
2008).

2.3.3. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline mogu biti derivati benzojeve ili derivati cimetne kiseline. U derivate
benzojeve kiseline spadaju: benzojeva, p-hidroksibenzojeva, protokatehinska, siringinska,
vanilinska i galna kiselina. U derivate cimetne kiseline spadaju: cimetna, p-kumarinska, ferulna,
kafena i sinapinska kiselina. Ove kiseline se uglavnom koriste kao konzervansi, ali i kao
antiinflamatorni agensi i antioksidansi ¢ija antioksidativna aktivnost raste sa porastom broja
hidroksilnih grupa (Mahmood i sar, 2012). U moracu se nalaze: 3-O-kafeoilhina kiselina, 4-O-
kafeoilhina kiselina, 5-O-kafeoilhina kiselina, 1,3-O-di-kafeoilhina kiselina, 1,4-O-di-kafeoilhina
kiselina i 1,5-O-di-kafeoilhina kiselina (Faudale i sar, 2008).

2.4. SPAZMOLITICKA AKTIVNOST

Gastrointestinalni trakt ima svoj nervni sistem-entericki nervni sistem koji se nalazi u
celom zidu digestivne cevi, od jednjaka do anusa koji ima veoma znacajnu ulogu u kontroli
gastrointestinalnih funkcija. Sastoji se i1z oko 500 miliona neurona. Zbog svoje veli¢ine,
sloZenosti 1 odredene strukturne slicnosti Cesto se naziva drugim mozgom. On kontroliSe

pokretljivost i sekreciju gastrointestinalnog trakta. Cine ga dva spleta-spoljni splet koji se naziva
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mijentericki (Auerbahov) pleksus i lezi izmedu longitudinalnog i cirkularnog misi¢nog sloja 1
unutrasnji splet koji se naziva submukozni (Majsnerov) pleksus koji lezi u submukozi.
Mijentericki pleksus uglavnom kontroliSe pokretljivost, a submukozni gastrointestinalnu
sekreciju i prokrvljenost.

Entericki nervni sistem moze funkcionisati sam za sebe, nezavisno od spoljnih nerava,
mada stimulacija autonomnog nervnog sistema moze dovesti do naknadne aktivacije ili inhibicije
gastrointestinalnih funkcija.

Senzorna nervna vlakna koja polaze od gastrointestinalnog epitela kao aferentna vlakna
idu do oba pleksusa enteriCkog nervnog sistema i do prevertebralnih ganglija simpatickog
nervnog sistema. Neka vlakna simpatickim nervima idu do ki¢mene mozdine dok druga
vagusom idu do mozdanog stabla. Ovi senzorni nervi izazivaju lokalne reflekse u samom crevu i
reflekse koji se vracaju do creva ili iz prevertebralnih ganglija ili iz CNS-a.

Mijenteric¢ki nervni pleksus se uglavnom sastoji iz velikog broja interneurona koji su
lan¢ano povezani i1 paralelno su postavljeni u zidu creva. Oni su svojim boc¢nim vlaknima
medusobno povezani, ali povezani su i sa submukoznim pleksusom. Kada je ovaj pleksus
stimulisan izaziva porast tonusa muskulature creva, porast intenziteta i ucestalosti ritmickih
kontrakcija, brze kretanje peristaltickih talasa. Medutim, ovaj pleksus nije isklju¢ivo ekscitatorni
jer postoje inhibitorni neuroni koji sekretuju peptide. Ovi inhibitorni signali su korisni za
inhibiciju muskulature nekih kontrahovanih intestinalnih sfinktera koji regulisu prolazak hrane
izmedu susednih segmenata gastrointestinalnog trakta (pilorusni sfinkter, sfinkter ileocekalne
valvule).

Submukozni pleksus je odgovoran za kontrolu funkcija unutar zida malih segmenata
creva kao $§to su lokalna intestinalna sekrecija, lokalna apsorpcija i lokalne kontrakcije
submukoznih misica.

Intersticijumske Kahalove ¢elije (ICC) su vrsta intersticijumskih c¢elija. Stvaraju
biolektri¢ne spore talase koji se Sire do glatkih miSi¢nih ¢elija, tako da nastala depolarizacija
inicira ulazak jona kalcijuma i1 kontrakciju. Zato se smatraju pejsmejkerskim celijama u

gastrointestinalnom traktu (Sanders, 2006).

Opisano je vise morfoloskih vrsta ICC na osnovu njihove lokalizacije (Hanani i sar,

2005; Komuro, 2006). Oko mijenterickog pleksusa su lokalizovane mijentericke intersticijumske
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Kahalove ¢elije (ICC-MY ili ICC-MP) i intersticijumske Kahalove ¢elije Auerbahovog pleksusa
(ICC-AP). To su multipolarne ¢elije koje formiraju mrezu oko mijenteri¢nog pleksusa u prostoru
izmedu kruznih i uzduznih slojeva misi¢a. Intramuskularne intersticijumske Kahalove celije
(ICC-IM) su lokalizovane u kruznom (ICC-CM) i uzduznom (ICC-LM) mi$iénom sloju. Opisane
su i intersticijumske Kahalove ¢elije lokalizovane u dubokom misi¢nom pleksusu (ICC-DMP),
intersticijumske Kahalove ¢elije lokalizovane u submukozi i submukoznom pleksusu (ICC-
SMP), kao i intersticijumske Kahalove ¢elije lokalizovane u subserozi (Al-Shboul, 2013).

U tankom crevu, ICC-MY su organizovane u snopove od po najvise pet celija
(Rumessen 1 sar, 1993). U tesnoj su vezi sa mijenterickim pleksusom i imaju receptore za
razli¢ite neurotransmitere i cirkuliSu¢e hormone (Vannucchi i sar, 1997; Patterson i sar, 2001).
Ove c¢elije su mnogo brojnije u ileumu nego u ostalim delovima tankog creva (Rgmer i
Mikkelsen, 1998; Wang i sar, 2003). ICC-DMP su povezane specijalnim vezama sa
holinergi¢kim 1 nitrergiCkim nervima, a poroznim vezama sa glatkim miSi¢ima S$to im
omogucava da prenose informacije od nerava do misi¢a (Vanderwinden, 1999).

Autonomni nervni sistem kontroliSe funkciju intestinalnog trakta. Kranijalni deo
parasimpatickog sistema poti¢e od vagusa i obilno inervise jednjak, Zeludac i pankres, a slabije
usnu duplju, faringealnu regiju, tanko crevo i prvu polovinu debelog creva. Sakralni deo
parasimpatickog sistema potice iz II, III 1 IV sakralnog segmenta ki¢mene moZzdine i pelvickim
nervima dolazi do distalne polovine debelog creva. Postganglijski neuroni parasimpatickog
sistema su smeSteni u mijenterickom 1 submukoznom pleksusu. Stimulacija parasimpatickih
nerava izaziva porast aktivnosti celog enterickog nervnog sistema, a samim tim i stimulaciju
pojedinih gastrointestinalnih funkcija (ne svih, jer su neki enteri¢ki neuroni inhibitorni).

Simpaticka vlakna gastrointestinalnog trakta poticu iz Th5-L2 segmenata ki¢mene
mozdine. Najvec¢i deo preganglijskih vlakana po izlasku iz ki€mene mozdine ulaze u simpaticki
lanac, pa u periferne ganglije, celijaéni ganglion i razliite mezentericne ganglije, gde su
smestena tela vecine postganglijskih neurona. Postganglijska vlakna se Sire duz krvnih sudova,
do svih delova creva i zavr$avaju se na neuronima enterickog nervnog sistema. Simpatikus, za
razliku od parasimpatikusa, ravnomerno inervise sve delove gastrointestinalnog trakta.
Stimulacija simpatickog nervnog sistema inhibiSe aktivnost gastrointestinalnog trakta direktnim

dejstvom noradrenalina koji relaksira glatku muskulaturu i neurone enterickog nervnog sistema.
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Aferentna nervna vlakna iz creva se zavrSavaju u enterickom nervnom sistemu. Pored
njih, grupa vlakana koja poti¢e iz neurona smeStenih u enterickom nervnom sistemu pruza se
kroz autonomne nerve koji se zavrSavaju u prevertebralnim simpatickim ganglijama (celijacni,
mezentericni 1 hipogastricni ganglion). Drugi tip vlakana potice iz dorzalnih korenova ki¢mene
mozdine ili iz kranijalnih jedara, direktno provode signale iz creva u ki¢menu mozdinu ili
mozdano stablo prolazeci zajedno sa simpatickim ili parasimpati¢kim nervnim vlaknima.

Anatomska organizacija enterickog nervnog sistema i njegove veze sa vegetativnim
nervnim sistemom, omogucavaju 3 tipa gastrointestinalnih refleksa:

1. Refleksi koji se u potpunosti odvijaju u enterickom nervnom sistemu (refleksi koji
kontroliSu gastrointestinalnu peristaltiku, sekreciju, lokalne inhibitorne efekte, i dr.).

2. Refleksi koji idu od creva do paravertebralnih simpatickih ganglija 1 zatim se
vracaju do gastrointestinalnog trakta (gastrokoli¢ni refleks, enterogastri¢ni refleksi, kolonoilealni
refleks).

3. Refleksi koji idu od creva do ki¢mene mozdine ili mozdanog stabla a zatim se
vracaju u gastrointestinalni trakt (refleksi zeluca i duodenuma, refleks defekacije, bolni refleksi
koji inhibisu celi gastrointestinalni trakt) (Furness, 2006).

U poslednje tri decenije otkriveno je viSe od 40 peptida u digestivhom traktu, u
razli¢itim tipovima ¢elija i one su svrstane u difuzni neuroendokrini sistem.

Difuzni neuroendokrini sistem (DNES) obuhvata endokrine celije rasporedene
pojedinacno ili u grupama 1 peptidergine 1 aminergi¢ne neurone i/ili vlakna, u epitelnom 1
vezivnom tkivu mnogih organa. Komponente DNES stvaraju peptidne hormone (regulatorne
peptide) i biogene amine, Kkoji endokrinim, neuroendokrinim, parakrinim, autokrinim,
jukstakrinim, neurotransmiterskim, neuromodulatornim i egzokrinim dejstvom uti¢u na brojne
funkcije u organizmu.

Najvazniji peptidi ¢ija je endokrina uloga nesumnjivo dokazana su: gastrin, sekretin,
holecistokinin, gastri¢ni inhibitorni polipeptid (GIP), somatostatin, motilin i glukagonu-sli¢an
peptid (GLP). Drugi vazni gastrointestinalni hormoni koji su takode 1 neurotransmiteri:
neurotenzin, peptid Y'Y, enteroglukagon i glukagonu-sli¢an peptid 2 su peptidi koje sekretuju
tipicne endokrine celije.

U enterickom nervnom sistemu su i sledeci neuropeptidi: holecistokinin, neuropeptid Y,

neurotenzin, peptid Y'Y, somatostatin, supstanca P, vazoaktivni intestinalni polipeptid (VIP).
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S obzirom da je viSe od 40 peptida indentifikovano u gastrointestinalnom traktu, on
predstavlja najve¢i endokrini organ naseg organizma. Veliki napedak u upoznavanju njihove
uloge nacinjen je u poslednjoj deceniji.

Neurotransmiteri koji se najcesce javljaju u neuronima enterickog nervnog sistema su

acetilholin i noradrenalin.

2.4.1. Acetilholin

Acetilholin se sintetiS$e u holinergickim neuronima i glavni je regulator motiliteta
gastrointestinalnog trakta i pankreasne sekrecije. Acetilholin se skladiSti u nervnim zavrSecima 1
oslobada se pri depolarizaciji nerava. Oslobodeni acetilholin se vezuje za postsinapticke
muskarinske i/ili nikotinske receptore.

Nikotinski acetilholinski receptori pripadaju porodici ligand-zavisnih jonskih kanala i
sastoje se iz a, B, v, O 1 € subjedinica. Veruje se da je a subjedinica medijator postsinapticke

membranske depolarizacije nastale usled vezivanja acetilholina za receptor.

Nikotinski receptori su tipi¢ni predstavnici jonskih kanala koje otvara ligand (LGIC).
Sastoje se iz ukupno 5 subjedinica, a oligomerna struktura (2a, f, y, d) poseduje dva mesta za
vezivanje acetilholina. Da bi se receptor aktivirao potrebno je da se za njega vezu 2 molekula
acetilholina. Kod ki¢menjaka postoje dva glavna tipa nAChR: neuro-mi$i¢ni i neuronski tip.
Neuronski tip nikotinskog receptora nalazi se u CNS-u i svim autonomnim ganglijama. Neuro-
miSiéni tip receptora je lokalizovan na neuro-miSiénim sinapsama skeletne muskulature 1
stimulacija ovih receptora dovodi do miSi¢ne kontrakcije. Na postsinapti¢koj miSi¢noj membrani
identifikovana su tri subtipa nAChR: fetalni misiéni — alB1dy, adultni misiéni — alf1de i
neuronski — a7 subtip nAChR (Trailovi¢ i sar, 2011). Kod ki¢menjaka postoji najmanje 12 o-
subjedinica 1 3 B-subjedinice, ali samo ograniceni broj njih gradi funkcionalne receptore. Samo
subjedinice od a7 do al2 ¢ine homomerni kanal (bez kombinacije sa B-subjedinicama). Razli¢iti
homomerni i1 heteromerni receptori imaju razli¢ite farmakoloske karakteristike (Robertson 1 sar,
2007b). Pored klasi¢énog misi¢nog tipa nAChR koji sadrzi al subjedinicu, neuromisi¢na sinapsa
sadrzi i presinapticki 023 neuronski tip NAChR Ovaj tip receptora je odgovoran za pojac¢ano

oslobadanje ACh (autoreceptori). To znaci da ACh aktivacijom ovih autoreceptora moze pojacati
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svoje sopstveno oslobadanje (presinapticka modulacija). Nasuprot tome, odsustvo ovog efekta
tokom neuro-misi¢ne blokade (pojava se oznafava se kao tetani¢no slabljenje-,tetanic fade®),
smatra se da nastaje kao posledica inhibicije navedenog presinaptickog autoreceptora na
nervnom zavrSetku (Trailovi¢ 1 sar., 2011). Acetilholin na nivou neuro-miSi¢ne sinapse deluje
tako Sto aktivira nikotinski receptor. Znacajno je da koncentracija ACh koja se oslobada na
neuro-misi¢nim sinapsama vertebrata, moze da dostigne koncentraciju i do 5SmM (PuttACharya i
sar, 2013). Aktivacija nikotinskog receptora ima za posledicu otvaranje natrijumovih jonskih
kanala i nastanak brze depolarizacije, koja inicira generisanje akcionog potencijala u misi¢nom
vlaknu. U prisustvu funkcionalne acetilholinesteraze, u intaktnoj neuro-misi¢noj sinapsi, bilo
koji molekul acetilholina uspe da aktivira najvise jedan nikotinski receptor, pre nego $to biva
razgraden. Funkcija ovog enzima je upravo da ograni¢i koncentraciju acetilholina u sinaptickoj
pukotini i vreme prisustva acetilholina na postsinaptickoj mi$i¢noj membrani, i tako spreci
produZeno delovanje neurotransmitera na nikotinskim receptorima. Ova ograni¢avajuca dejstva
acetilholinesteraze su veoma vazna, jer pod odredenim uslovima i sam acetilholin moze da
izazove nervno-misiénu blokadu. Do ove pojave dolazi kada je acetilholin prisutan u dovoljno
visokoj koncentraciji (ACh aplikovan u viS§im koncentracijama od fizioloskih, inhibicija
acetilholinesteraze). Pojava koja se u ovim uslovima javlja naziva se “blokada depolarizacijom” 1
do nje dolazi usled produzene depolarizacije postsinapticke miSi¢éne membrane (Bowman, 2006;

Rang i sar, 2012).

Muskarinski receptori pripadaju grupi receptora vezanih za G-protein, a ova grupa se
nazivaju jo§ i metabotropni receptori. G-protein vezani receptori predstavljaju monomere koji se
sastoje od 7 transmembranskih segmenata. Jedna od intracelularnih petlji, veca je nego ostale i
stupa u interakciju sa G-proteinom. Ovaj protein je membranski protein, koji se sastoji od 3
subjedinice (a, B, v), pri ¢emu a-subjedinice poseduju aktivnost GTP-aze. Kada se agonist veze
za muskarinski receptor, dolazi do konformacijskih promena, ukljucujuéi i citoplazmatski deo
receptora. To za posledicu ima oslobadanje a-subjedinice od Py-subjedinice. Ovo je “aktivna
forma” G-proteina koji difunduje u membranu 1 moZe da se udruzi sa razliCitim enzimima i
jonskim kanalima, prouzrokujuéi aktivaciju ili inaktivaciju. Do sada je otkriveno 5 razli€itih

tipova muskarinskih receptora. Pri tome su tri tipa (M1 — “nervni”’; M2 — “sr¢ani”; M3 —
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“glatkomis$icni i zlezdani”) dobro ispitani i opisani. Za tipove M4 i M5 zna se da su lokalizovani
U CNS-u, ali njihova uloga nije u potpunosti objasnjena. Aktivacija ¢lanova neparne grupe (M1,
M3, M5) muskarinskih receptora dovodi do stimulacije inozitol-fosfatnog puta (IP3 put), dok
aktivacija muskarinskih receptora parne grupe (M2, M4) ima za posledicu inhibiciju enzima

adenil-ciklaze i smanjenje intracelijske koncentracije cAMP (Rang i sar, 2012).

2.4.2. Noradrenalin

SintetiSe se iz tirozina 1 oslobada iz postganglijskih simpati¢kih nervnih zavrSetaka.
Nakon adekvatnog stimulusa iz nervnih zavrSetaka oslobadaju se sekretorne granule koje sadrze
noradrenalin i vezuju se za adrenergicke receptore.

Postoje 2 tipa ovih receptora (a i B) 1 pripadaju familiji G protein vezujucih receptora
(GPCR) koje aktiviraju kateholamini, posebno noradrenalin i adrenalin. Alfa-adrenergicki
receptori se najcesce klasifikuju u alA, a2A, alB, a2B, a2C, a2D. Beta-adrenergicki receptori
se klasifikuju u B1, B2 1 B3 podtipove. Svoju ulogu ostvaruju preko stimulacije ili inhibicije

adenil-ciklaze.

2.4.3. Glatki miSi¢i gastrointestinalnog i respiratornog sistema

slezini, plu¢ima i dr.) ili kao kompaktni sloj koji ¢ini zidove unutrasnjih Supljina-organa u
digestivnom traktu, mokra¢noj besici, krvnim sudovima i dr. Kada se kontrahuju, glatko-misi¢ne
¢elije se skracuju. Na taj nacin se menja dijametar cevastih organa i krvih sudova i kontroliSe se
protok i kretanje sadrzaja kroz njih. Inervisani su od strane autonomnog nervnog sistema, a pored
toga, na njihovu kontraktilnost uti€u hormoni, parakrini i autokrini agensi i1 drugi lokalni
hemijski signali.

Glatki miSi¢i su gradeni od aktinskih i miozinskih filamenata, ali oni nemaju pravilan
raspored kao u skeletnim misi¢ima. Aktinski filamenti se sastoje iz aktinskih i tropomiozinskih

molekula bez troponina. Pri¢vrS¢eni u za gusta tela, a izmedu njih su miozinski filamenti.
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Susedne ¢elije su povezane poroznim vezama koje omogucavaju lako Sirenje akcionih

potencijala sa jedne ¢elije na drugu.
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Slika 2.2 Mehanizam kontrakcije glatkih miSica

Kao odgovor na specifiéne stimuluse dolazi do porasta intracelijske koncentracije

slobodnog kalcijuma (Ca?*). Porast koncentracije slobodnog kalcijuma je sekundarne prirode i

nastaje kao posledica aktivacije fosfolipaze C i inozitol trifosfata (IP3) Sto rezultira oslobadanjem

kalcijuma iz intracelijskih depoa kao §to je sarkoplazmatski retikulum i/ili dolazi do otvaranja

kalcijumskih kanala koji se nalaze u membrani glatke misi¢ne celije, Sto dovodi do ulaska

kalcijuma iz ekstracelijskog prostora.

Glavni put ulaska ekstraéelijskog kalcijuma je kroz voltazno-zavisne Ca?" kanale $to

dovodi do brzog porasta koncentracije intraéelijskog kalcijuma (Slika 2.2). Klasifikacija Ca?*

kanala uklju¢uje $est tipova (L, T, N, P, Q i R). L- i T-tipovi Ca?" kanala su najznacajniji, dok P,

Q i R-tipovi ovih kanala nisu pronadeni u glatko-misi¢énim celijama gastrointestinalnog trakta

(Farrugia, 1999).
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L-tip Ca?" kanala je neophodan za ulazak kalcijuma u glatkomisi¢ne éelije i njihovu
kontrakciju, zato 1 ne iznenaduje njihova velika zastupljenost u svim delovima
gastrointestinalnog trakta. Ovaj tip kanala se sastoji iz 5 subjedinica (al, a2, B, d 1 v). al je
najbitnija transmembranska komponenta ovog tipa Ca?* kanala. L-tip Ca?* kanala ima visok prag
aktivacije i sporo se inaktivise. Aktivacija L-Ca®* kanala ne zavisi od cAMP (kao u srcu), veé od
inozitol-trifosfata (IP3). Ovi kanali ne predstavljaju samo glavni put za ulazak ekstracelijskog
kalcijuma ve¢ i aktiviraju Ca?*-zavisne-K* kanale $to dovodi do hiperpolarizacije membrane.
Zajednicka farmakoloska karakteristika L- kanala je da su svi osetljivi na derivate 1,4-DHP (1.4-
dihidropiridin) koji blokiraju kanal, ali i na jedinjenja koja aktiviraju kanal (BayK 8644).
Blokada ovih kanala dovodi do prestanka ili do znacajnog smanjenja aktivnosti glatkih misi¢a u
crevima (Farrugia, 1999).

T-tip Ca®** kanala ima nizak prag aktivacije i brzo se inaktivira. Opisani su u
glatkomiSi¢nim ¢elijama gastrointestinalnog trakta zamoraca i pacova (Farrugia, 1999).

U glatkim migi¢ima creva su detektovani Ca?*-zavisni K* kanali za ¢ije otvaranje je
pored depolarizacije neophodno i poveéanje koncentracije intracelijskog kalcijuma (Gojkovi¢-
Bukarica i sar, 2004; Aschcroft, 2000). Postoje tri podtipa ovih kanala koji se razlikuju prema
kinetici, provodljivosti i farmakoloskim osobinama: kanali sa malom, intermedijernom i velikom
provodljivis¢u. Kalijumski kanali sa malom provodljivoséu (SKCa) su najzastupljeniji u glatkim
miSi¢ima creva i mogu se aktivirati samo porastom koncentracije intracelijskog kalcijuma, $to se
javlja u vreme kada je membranski potencijal blizak potencijalu mirovanja. Ovi kanali imaju
vaznu ulogu u regulisanju frekvencije akcionog potencijala. Kanali sa velikom provodljivoséu
(BKCa) su ukljuceni u hiperpolarizaciju i doprinose repolarizaciji. Njihova fizioloska uloga je
vezana za kontrakciju glatkih miSica, oslobadanje neurotransmitera i nervnu ekscitabilnost. Za
vreme membranskog potencijala ovi kanali su zatvoreni, ali ih moze aktivirati porast
intracelijskog kalcijuma (Ivkovi¢, 2013).

Nastanak akcionog potencijala u gastrointestinalnim glatko-misi¢nim ¢elijama je vezan
za ulazak kalcijumovih jona, te zato Na* kanali nisu neophodni za njegovo generisanje. Dugo se
mislilo da ovi kanali nisu prisutni u gastrointestinalnim miocitima, medutim, postoje istraZzivanja
koja ukazuju na njihovo prisustvo i na njihovu ulogu u regulaciji membranskog potencijala
(Holm i sar, 2000; Strege i sar, 2003; Ou i sar, 2002; Strege i sar, 2003, Lyford i Farrugia, 2003).
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Nakon povecanja intracelijske koncentracije kalcijuma dolazi do njegovog vezivanja za
kalmodulin (kalcijum vezujuéi protein). Miozin glatkih misic¢a sadrzi 4 laka lanca. Da bi zapoc¢eo
ciklus poprecnih mostova laki lanci treba da se fosforiliSu, a enzim koji ih fosforiliSe je miozin-
kinaza lakih lanaca (MKLL), a nju aktivira kompleks kalcijum-kalmodulin i tako zapocinje
ciklus popre¢nih mostova (Berridge, 1993; Himpens i sar, 1995). Aktinske niti klize izmedu
miozinskih i misi¢ se skracuje. Energija za ovaj ciklus se dobija iz ATP-a aktivno$¢u enzima
miozin-ATP-aze. Ciklus popreénih mostova traje sve dok je kalcijum prisutan u dovoljnoj
koncentraciji u sarkoplazmi, te je tonus glatkih miSi¢a uglavnom odreden koncentracijom
kalcijuma u sarkoplazmi. U nekim glatkim miSi¢ima fosforilacija lakih lanaca miozina se

odrzava na niskom nivou usled odsustva spoljnih stimulus.
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Slika 2.3. Mehanizam relaksacije glatkih misica
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Relaksacija glatkih miSi¢a nastaje kao rezultat prestanka delovanja stimulusa ili
direktnim delovanjem supstance koja inhibiSe kontraktilni mehanizam. Da bi doslo do relaksacije
treba da se smanji intracelijska koncentracija kalcijuma ili da se poveca aktivnost enzima
miozin-fosfataze, koji uklanja visokoenergetski fosfat iz lakih lanaca miozina, §to dovodi do
usporavanja ili zaustavljanja ciklusa poprec¢nih mostova (relaksacija). Membrana glatko-miSi¢ne
éelije i sarkoplazmatskog retikuluma sadrzi Ca®*-Mg?*-ATP-azu koja uklanja kalcijum iz
citozola (Slika 2.3). Na citoplazmi glatkomisi¢éne éelije je prisutna i Na*/Ca?" pumpa koja
pomaze u smanjenu intracelijske koncentracije kalcijuma. Tokom relaksacije su inaktivni
membranski receptori i Ca?*-zavisni voltazni kanali su zatvoreni §to onemogucéava ulazak
vancelijskog kalcijuma u ¢eliju.

Medutim, odrzavanje kontrakcije i pored vracanja intracelijske koncentracije kalcijuma
na bazalni nivo omogucava aktiviranje kalcijum senzitivnhog mehanizma. Ovaj mehanizam
ukljucuje aktivaciju RhoA, malog GTP-vezujuceg proteina iz porodice Rho, koji stimuliSe
aktivnost RhoA-kinaze koja fosforiliSe i time infibiSe miozin fosfatazu. Tako se odrzava
kontrakcija jer laki lanac miozina ne moze da se fosforilise (Somlyo i Somlyo, 2000; Webb,
2003).

Autonomni nervni sistem, osim kontraktilnosti glatke muskulature gastrointestinalnog
trakta, reguliSe i funkciju muskulature respiratornog sistema. Dusnik (trachea) je cevast organ,
koji pripada donjim disajnim putevima. Nadovezuje se na donji deo (prstenastu hrskavicu)
grkljana, a zavrSava se duSni¢kom racvom kojom je podeljen na levi i desni primarni bronh
(glavne dusnice).

Vagus svojim parasimpatickim granama inervise dusnik, dok simpati¢ka inervacija
potice iz donjeg vratnog i gornjeg grudnog gangliona. Pod dejstom simpatikusa dolazi do
opustanja miSica 1 proSirenja dusnika (bronhodilatacija), dok se kod stimulacije parasimpatikusa

javlja povecanje tonusa glatkih misi¢a i suzavanje ovog organa (bronhokonstrikcija).

Bronhokonstrikcija se definiSe kao suzavanje vazdus$nih puteva pluc¢a (bronhija i
bronhiola). Protok vazduha u vazdusnim putevima mogu da ogranice tri faktora: spazam glatkih
miSi¢a u bronhijama i bronhiolama, inflamacija vazdusnih puteva, povecana produkcija sluzi

usled alergijske reakcije ili iritacije. Bronhokonstrikcija se inicira aktivacijom parasimpatickog
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nervnog sistema. Postganglijska parasimpaticka vlakna otpuStaju acetilholin pored glatkog
misiénog sloja koji okruzuje bronhije (Risesen-ov misi¢). Celije glatkih misiéa na svojoj
membrani imaju M3 tip muskarinskih receptora. Aktivacija tih receptora acetilholinom aktivira
intracelijski Gq protein, koji zatim aktivira fosforilaza-C (PFC) put, Sto se zavrSava poviSenjem
nivoa intracelularnog kalcijuma, pa dolazi do kontrakcije glatkih miSi¢a. MiSi¢ne kontrakcije

uzrokuju smanjenje dijametara bronhija, ¢ime se povecava njihov otpor.

2.5. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST

Slobodni radikali su hemijske vrste koje poseduju jedan (ili vise) nesparenih elektrona i
zbog toga su veoma reaktivni i neselektivni. Mogu biti elektroneutralni, ali i pozitivno ili
negativno naelektrisani (radikal katjoni i radikal anjoni). Slobodni radikali nastaju
oksidoredukcionim procesima ili homolitickim raskidanjem postojeCe hemijske veze
(termolizom, fotolizom, zracenjem visoke energije).

Razli¢iti procesi u spoljasnjoj sredini (jonizujuce, ultraljubicasto i1 toplotno zracenje,
biohemija azotovih oksida i dr.) 1 procesi u samoj ¢eliji dovode do stvaranja slobodnih radikala u
zivoj celiji. To su najéeSce oksidativna fosforilacija (u mitohondrijama), oksidativna
hidroksilacija (u mikrozomima), fagocitoza, kataliticke reakcije nekih enzima (oksidaza), procesi

lipidne peroksidacije i dr (Koracevi¢ 1 sar, 2003).

Slobodni radikali kao izuzetno reaktivne hemijske vrste dovode do oksidativnog
oStecenja cCelijskih struktura velikim brojem mehanizama kao, S§to su peroksidacija
polinezasi¢enth masnih kiselina koja je pracena poremecajem propustljivosti membrana;
oksidacija tiolnih grupa enzima sto dovodi do njihove inaktivacije; oksidativno cepanje molekula
nukleinskih kiselina $to dovodi do mutacija i kancerogeneze, i dr. Svaki tip molekula moze biti
oSte¢en ovim procesom $to moZe imati mnoge negativne posledice. Lipidna peroksidacija je
najizrazitiji negativni fenomen u delovanju slobodnih radikala i predstavlja autokataliticki i
uglavnom ireverzibilan proces. Lipidnu peroksidaciju moze pokrenuti bilo koji oksidans
sposoban da oduzme atom vodonika koji se nalazi u a-polozaju od mesta dvostruke veze u

molekulu masne kiseline iz lipidne membrane. Od svih kiseoni¢nih radikala, najveci oksidacioni
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potencijal ima hidroksil-radikal pa je on naj¢e$¢e odgovoran za pokretanje ovog procesa (Lobo i
sar, 2010). Druga faza ovog procesa predstavlja razgradnju nestabilnih primarnih produkata pri
¢emu se dobijaju brojni sekundarni produkti: kratkolanc¢ani ugljovodonici, aldehidi i ketoni, kao 1
krajnji produkt lipidne peroksidacije — malonil-dialdehid (MDA). Pored brojnih sekundarnih
produkata stvaraju se i novi radikali koji stvaraju uslove da se lipidna peroksidacija lan¢ano
ponavlja. Reaktivni sekundarni produkti, posebno MDA, reaguju sa slobodnim -SH i -NH>
grupama aminokiselina, proteina, peptida, nukleotida i fosfolipida, modifikujuéi ove
makromolekule, a rezultat je gubitak njihove funkcije (Nielsen i sar, 1997).

Antioksidanti su supstance koje, prisutne u malim koli¢inama u odnosu na supstrat koji
je podlozan oksidaciji (lipidi, proteini, ugljeni hidrati, DNK), inhibiraju ili potpuno sprecavaju
njihovu oksidaciju. Delovanje antioksidanata zasniva se na njihovoj sposobnosti da: deluju kao
"skevindzeri" (hvataci) slobodnih radikala, tj. donori elektrona ili H-atoma, heliraju ili vezuju
jone metala, spreavajuéi njihovu kataliticku funkciju u procesima, razgraduju hidro-perokside
lipida, transformiSuci ih u neradikalske vrste, inhibiraju neke enzime, pokazuju sinergisticke
efekte, redukuju odredena jedinjenja i dr (Aruoma, 1996). Istrazivanja pokazuju da S$to su
antioksidansi zastupljeniji u ishrani to je manja ucestalost bolesti u ispitivanoj populaciji
(Krishnaiah 1 sar. 2011). Dokazana je i veza izmedu reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i raznih
degenerativnih bolesti kao §to su: kardiovaskularne bolesti, dijabetes, kancer, artritis,
Alchajmerova i Parkinsonova bolest (Aruoma, 2003). U brojnim studijama je potvrdeno
blagotvorno delovanje prirodnih antioksidanasa (Denisov i Afanasev, 2005).

Utvdeno je da fenolna jedinjenja iz biljaka imaju antioksidativna dejstva, tj. da
sprecavaju oksidaciju lipida (Xu, 2012). Ova jedinjenja mogu biti lipofilnog karaktera (vitamin
E) zastupljena u zitaricama, soji, oraSastim plodovima 1 hidrofilnog karaktera (kvercetin)
prisutna u za¢inskom bilju, voc¢u 1 povréu (Xu, 2012). Antioksidativno dejstvo moraca, jedna od
funkcija kojom ova biljka ispoljava svoju biolosku aktivnost, objasnjava se prisustvom fenola i
flavonoida (Oktay i sar, 2003).

Postoje razli¢ite metode kojima se moze utvrditi antioksidativni potencijal hrane i
bioloskih sistema (Prior i Cao, 1999; Huang i sar, 2005; Besco i sar, 2007). Mogu se podeliti u
dve grupe: u prvoj grupi su metode koje mere sposobnost hvatanja slobodnih radikala, a u drugoj

grupi su metode koje procenjuju sposobnost zastite od lipidne peroksidacije. Odredivanje i
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ispitivanje antioksidativne aktivnosti je veoma slozeni proces jer zavisi od mnogo faktora koji se
mogu menjati, kao Sto su razli¢ite metode, vrsta radikala koja se koristi, supstrat koji se oksiduje,

i dr (Miguel, 2010).

2.6. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST

Mikroorganizmi kontaminiraju hranu koju ¢ovek koristi i tako predstavljaju opasnost po
ljudsko zdravlje. Upotreba konzervanasa sprecava razvoj bakterija i na taj nacin se obezbeduje
bezbednost hrane. Medutim, u danasnje vreme se dosta zna o Stetnim svojstvima sintetskih
konzervanasa i izbegava se hrana u kojoj se nalaze (Wu i sar, 2008). Etarska ulja i ekstrakti
biljaka iz kojih su izolovana jedinjenja sa antimikrobnom aktivnos¢u (fenolna jedinjenja) sve
cesce se koriste kao zamena za vestacke konzervanse (Conner, 1993).

Najces¢i uzrocnici kontaminacije hrane i vode su bakterije koje se, kada dospeju u organizam,
razmnozavaju I izazivaju infekcije gastrointestinalnog sistema ili produkuju toksine i dovode do

alimentarnih intoksikacija.

2.6.1. Gram-negativne bakterije

2.6.1.1. Rod Escherichia

Ove bakterije su Stapicastog oblika, nalaze se pojedinacno ili u parovima, mogu biti
pokretne i nepokretne. Aerobi su i fakultativni anaerobi. Imaju veliku sposobnost fermentisanja
razli¢itih Secera. Rod ¢ine 5 vrsta: E. coli, E. harmanii, E. fergusonii, E. vulneris i E. blattae
(Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology).

E. coli je jako otporna i na niske i na visoke temperature. Osetljiva je na hlor i hlorna

jedinjenja. Produkuje vise toksina: endotoksin, enterotoksin, alfa- i beta- hemolizine.

Ova bakterija je sastavni deo crevne mikroflore coveka gde uéestvuje u transformaciji
belancevina 1 ugljenih hidrata, sintetiSe vitamin B12 i antibiotik kolicin. Kada dode do pada

imunog sistema ili kada ova bakterija dospe u druge organske sisteme, izaziva crevne
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poremecaje, urinarne infekcije, sepsu. Izvor ove bakterije su izmet i mokraca obolelih ljudi i
Zivotinja.
Antibiotici sulfinamidi, ampicilini, tetraciklini i cefalosporini se koriste u terapiji
infekcija izazvanih E. coli.
Zavisno od vrste E. colli koja je uzrokovala infekciju i toksina koje produkuje postoji 5
vrsta intestinalnih infekcija:
e Enterotoksigena E. coli (ETEC)-izaziva infekciju indirektno (preko kontaminirane hrane)
1 direktno (preko obolele osobe). Ostecenje sluzokoze tankog creva postize stvaranjem 2
vrste toksina: ST-toksina i LT-toksina.
e Enterohemoragi¢na E. coli (EHEC), produkuje egzotoksine kojima ostecuje sluzokozu
debelog creva i izaziva razlicite oblike krvavih dijareja.
e Enteropatogena E. coli (EPEC), napada sluzokozu tankog creva uniStavaju¢i mikrovile
¢elija. Uzroc¢nik je dijareja kod dece.
e Enteroinvazivne E. coli (EIEC) su uzro¢nici oboljenja slicnog dizenteriji.
o Enteroagregativne E. coli (EAEC) su uzro¢nici akutnih i hroni¢nih dijareja koje dugo

traju. Produkuju hemolizine, toksin sli¢an ST-toksinu (Mihailov-Krstev, 2009).

2.6.1.2. Rod Pseudomonas

Ovaj rod karakteriSu pravi ili zakrivljeni Stapici sa jednom ili nekoliko flagela. Aerobi
su, Siroko rasprostranjeni u prirodi. Neke vrste su patogene za Coveka (Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology).

Najces¢i uzrocnik infekcija je Pseudomonas aeruginosa. Otporan je na visoke
temperature, Siroko je rasprostranjen u vodi, zemlji i hrani. Toksi¢an je usled produkcije
egzotoksina, endotoksina, enzima i hemolizina. Izaziva meningitis, infekcije pluca, oka,
urinarnog i gastrointestinalnog trakta.

Otporna je na peniciline i p-laktame i vrlo brzo razvija rezistenciju, te se u terapiji
primenjuje kombinovana, agresivna terapija aminoglikozidima 1 antipseudomonalnim f3-

laktamima i hinolonima (Strohl i sar, 2001).
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2.6.1.3. Rod Enterobacter

Ovaj rod se sastoji iz 4 vrste bakterija: E. aerogenes, E. cloacae, E. georgoviae i E.
sakazaki. Imaju peritrihijalno rasporedene flagele. Kapsulu sintetiSu samo neki sojevi roda
Enterobacter. Pripadaju grupi fakultativno anaerobnih bakterija i lako se kultivisu in vitro (na
jednostavnim hranljivim podlogama). Imaju somatski O - antigen i flagelarni H - antigen, a
inkapsulirarni sojevi K-antigen. Siroko su rasprostranjeni u prirodi: u zemljistu, vodi i nekim
namirnicama. Povremeno ili stalno kolonizuju digestivni trakt ljudi i Zivotinja ¢ine¢i deo
fizioloske mikroflore.

Vrste iz roda Enterobacter izazivaju oportunisti¢ke infekcije u slu¢aju prolazne ili trajne
imunodeficijencije domacina, kolonizacije novih tkiva i porasta virulencije. Najcesce izazivaju
infekcije urinarnog trakta, a nisu retke ni infekcije respiratornog sistema. Poslednjih godina vrste
roda Enetrobacter postaju sve znacajniji uzro¢nici intrahospitalnih infekcija.

Bakterije roda Enetrobacter najcesce se izoluju iz fecesa, urina, sputuma i brisa rane.
Produkcija beta-laktamaza i razvoj nekih mehanizama za inaktivaciju antibiotika i
hemioterapeutika ima za posledicu nastanak rezistencije kod odredenog procenta roda

Enterobacter (Strohl i sar, 2001).

2.6.1.4. Rod Proteus

Rodu Proteus pripadaju dve vrste: Proteus mirabilis i Proteus vulgaris. Obe vrste su
Stapi¢astog oblika. Imaju peritrihijalno rasporedene flagele i vrlo su pokretljive. Nemaju
sposobnost sinteze kapsule. Rastu i razmnoZavaju se i u aerobnim i u anaerobnim uslovima
(fakultativni anaerobi). Njihove kulture imaju neprijatan miris na trulez.

Siroko su rasprostarnjeni u prirodi, prisutni su u zemljistu, vodi i namirnicama.
Prilagodeni su i parazitskom nacinu zivota. Tipic¢ni su predstavnici oportunistickih bakterija,
pocinju da se razmnozavaju kada padne imunitet organizma. Ulaze u sastav fizioloske mikroflore
digestivnog trakta. P. mirabilis cesce izaziva oboljenja ljudi nego P. vulgaris. Znacajan
medicnski problem predstavljaju proteusom izazvane urinarne infekcije, meningitisi i infekcije
rana, a narocito intrahospitalne infekcije kao Sto su: infekcije mekih tkiva, pneumonija, absces

pluca, septikemija 1 dr.
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Iako je vecina sojeva osetljiva na ampicilin, cefalotin 1 aminoglikozidne antibiotike,
nisu retki sojevi koji su rezistentni na veci broj antibiotika i/ili hemioterapeutika (Strohl i sar,
2001).

2.6.1.5. Rod Klebsiella

Ovom rodu pripadaju nepokretne, oksidaza negativne bakterije oblika Stapa sa
istaknutom kapsulom na bazi polisaharida. Nalaze se svuda u prirodi. One se mogu naci u vodi,
zemljistu, biljkama, insektima, zivotinjama i ljudima. Ovom rodu pripadaju: K. granulomatis, K.
oxytoca, K. michiganensis, K. pneumoniae (subsp. ozaenae, subsp. pneumonia i subsp.
rhinoscleromatis), K. quasipneumoniae (subsp. quasipneumoniae i subsp. similipneumoniae) i K.
variicola.

Ove bakterije se mogu na¢i pojedinac¢no, u parovima ili u kratkim lancima. Nemaju
specificne zahteve rasta i dobro rastu na standardnom laboratorijskom mediju, ali najbolje
uspevaju na temperaturi izmedu 35 i 37° C i pri pH 7,2. Fakultativni su anaerobi. Clanovi roda
proizvode istaknutu kapsulu ili sluzavi sloj, koji se moze koristiti za serolosku identifikaciju.

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumonia pripada grupi oportunisti¢kih bakterija i
izaziva oboljenja pretezno kod osoba sa smanjenom odbrambenom sposobno$¢u. Ima najveci
medicinski znacaj od svih Klebsiella. Kod dece i odraslih iznad 50 godina starosti izaziva
teske infekcije respiratornog sistema. Iz respiratornih puteva infekcija moze da se prosiri na
sluzokozu paranazalnih sinusa, a sve ¢e$ce se opisuju i sluajevi meningitisa i septikemije. Kod
dece izaziva enteritise i enterokolitise koji po tezini klinicke slike podsecaju na dizenteriju.
Takode, izaziva i urinarne infekcije koje se odlikuju teSkim leCenjem i ¢estim recidivima (Strohl
i sar, 2001).
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2.6.1.6. Rod Morganella morganii

Rod Morganella sadrzi samo vrstu M. morganii. Bakterije ovog roda su oportunisticke
vrste koje u sluajevima pada imuniteta mogu izazvati razliita oboljenja ljudi, a
najéeSce infekcije urinarnog trakta. Sposobnost izazivanja ovih infekcija je rezultat delovanja
nekoliko faktora virulencije, medu kojima je najvazniji enzim ureaza. Hidroliza uree na CO> i
amonijak obezbeduje bakteriji izvor azota, a alkalizacija urina deluje toksi¢no na uroepitel i
olaksava kristalizaciju soli 1 stvaranje kamena u mokra¢noj beSiciibubregu. Virulenciji
doprinose i fimbrije omoguéavaju¢i vezivanje za epitel mokraénih puteva, dok hemolizin,
zajedno sa ureazom, igra vaznu ulogu u prodiranju bakterije u unutrasnjost ¢elije. Proteinaza je
jos jedan vazan faktor virulencije koja razgraduju¢i imunoglobuline, smanjuje efikasnost
odbrane inficiranog organizma. Ova bakterija je Siroko rasprostranjena u prirodi. Nalazi se u
zemlji, otpadnim materijama i vodama, kao i u intestinalnom traktu ljudi i Zivotinja. Njom
izazvana oboljenja mogu biti endogena i egzogena. Naj€esce se javljaju u bolnickim uslovima, a
prenose se preko ruku osoblja, katetera i drugih instrumenata tokom intervencija u urinarnom
traktu. Zbog otpornosti na dezinficijense i antibiotike, predstavlja znacajan medicinski problem

(Strohl i sar, 2001).

2.6.2. Gram-pozitivne bakterije

2.6.2.1. Rod Staphylococcus

Bakterije ovog roda su loptastog oblika, grupisane u vidu nepravilnih grozdova.
Nepokretne su, ne formiraju endospore. Fakultativni su anaerobi. Ne fermentiSu ugljene hidrate,
ali patogene vrste fermentiSu manitol. Vrlo su otporne i na niske i na visoke temperature, kao i
na suSenje. Rasprostranjene su u prirodi, nalaze se u vodi, vazduhu, razli¢itim namirnicama.

Najcesc¢e su meso, mesni proizvodi, jaja i mleko izvor infekcije stafilokokom.
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Patogeni predstavnici ovog roda produkuju sledeée toksine: leukocidin (izaziva
destrukciju ljudskih leukocita), hemolizin (vrsi destrukciju Zivotinjskih eritrocita), enterotoksin,
dermotoksin, eritrogeni toksin. Od enzima produkuju kolagenazu, koagulazu, fibrinolizin,
fosfataze, lipaze, proteaze i beta-laktamaze (Mihailov-Krstev, 2009).

Najznacajnije vrste ovog roda su: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis i
Staphylococcus saprophyiticus.

Izvor zaraze patogenim stafilokokama je sekret iz nosa i nazofarinksa. Prenose se
vazdu$nim putem i kontaktom (direktnim i indirektnim). Mogu izazivati oboljenja svih organa,
najcesce izazivaju infekcije koze, pluca, i sluzokoze (rinitisi, laringitisi, infekcije usne duplje).
Mogu biti uzro¢nici tezih oboljenja kao §to su artritis, meningitis, osteomijelitis, pleuritis 1
apsces. Dospevanjem u krv mogu dovesti do teske stafilokokne septikemije. Enterotoksini
stafilokoka mogu izazvati teske enterokolitise.

Stafilokokne infekcije su se ranije jako uspeSno lecile penicilinskim antibioticima, ali su
ove bakterije vremenom stekle rezistenciju. Danas se u terapiji koriste eritromicin, kanamicin i
novija polusintetska jedinjenja penicilina (Karakasevi¢, 1997).

Staphylococcus aureus (zlatni streptokok) produkuje pigment zlatno Zzute boje, usled
cega je 1 dobio ime. Fakultativni je anaerob 1 striktni patogen. Svoju toksi¢nost duguje toksinima
i enzimima Kkoje sintetise. SintetiSe intracelularne (fibronektin vezujuci faktor, faktor
nagomilavanja) i ekstracelularne metabolite (superantigeni egzotoksini i a, 3, v 1 0 toksini).

S. aureus je prisutan na kozi i sluzokozama i izaziva oboljenja direktnim prodorom
(invazivne bolesti), delovanjem toksina (intoksikacijske bolesti) i kombinacijom ovih grupa
(Mihajlov-Krstev, 2009).

Terapija se sprovodi vankomicinom, zbog pojave rezistencije na peniciline i

cefalosporine (Strohl i sar, 2001).

2.6.2.2. Rod Streptococcus

Bakterije ovog roda su piogene bakterije. Nepokretne su, asporogene koke, koje se

grupiSu u vidu kracih ili duzih lanaca, aerobne su ili fakultativho anaerobne, obuhvataju veliki

29



broj razli¢itih vrsta znac¢ajnih za humanu medicinu. Osetljive su na dejstvo fizickih i hemijskih
agenasa od drugih bakterija. Prema tipu hemolize koje stvaraju na krvnom agaru, mogu se
podeliti u tri grupe: B hemoliticke, o hemoliticke 1 ahemoliticke. Za svoj rast zahtevaju optimalne
vrednosti temperature, PH, osmotski pritisak i dr. Streptokoke poseduju veliki broj strukturnih
elemenata, €gzo - produkata, toksina koji su dobri antigeni i znacajni faktori virulencije. Veliki
broj vrsta poseduje kapsulu polisaharidne prirode koja je dobar antigen i sluzi kao zastita od
fagocita, fimbrije koje im omogucavaju adherenciju za ¢éelije domacina. Egzoprodukti i toksini
streptokoka su streptokinaza (omogucava razgradnju tromba), streptolizin, hijaluronidaza,
proteinaze, DNA-aze, eritrogeni toksin - Dikov toksin (Strohl i sar, 2001).

e Grupa A streptokoka (Streptococcus piogenes) - Ova bakterija izaziva najveci broj
oboljenja kod ljudi. Prema mehanizmu nastanka ova oboljenja se mogu podeliti u tri grupe: 1.
Invazivna oboljenja gnojnog karaktera - zavisno od lokalizacije ova bakterija moze dovesti do
gnojnih zapaljenja skoro svih tkiva i organa, a najteza komplikacija je sepsa. 2. Bolesti izazvane
streptokoknim toksinima - najCeS¢e oboljenje ove grupe je Sarlah. Nastaje delovanjem
eritroidnog toksina, javlja se kod dece, i poCinje obiénim tonzilitisom. 3. Post-streptokokne
sekvele-su oboljenja nastala kao kasne posledice infekcije vrstom Streptococcus pyogenes. To
su: reumatska groznica i poststreptokokni glomerulonefritis. Njihova patogeneza nije u
potpunosti razjasnjena ali smatra se da ulogu igra autoimuna komponenta.

e Grupa B streptokoka (Streptococcus agalaktiae) - je uslovno patogena bakterija i moze
izazvati oboljenja urogenitalnog trakta. Cesta je kod Zena a najpatogenija je za novorodendad
kod kojih moZe izazvati rani i kasni oblik oboljenja. Do infekcije dolazi u toku prolaska kroz
porodajni kanal majke, u kome se nalazi grupa B streptokoka. Rani oblik oboljenja, par dana
posle rodenja moze proteci pod klinickom slikom pneumonije ili sepse. Kasni oblik je najcesce
meningitis koji se javlja u toku prvog meseca Zivota.

e Grupa D streptokoka (Enterococcus) - Glavni predstavnik je Enterococcus faecalis. Ova
bakterija normalno naseljava crevni trakt kod ljudi i Zivotinja. To su krupne koke, najcesce
rasporedene u vidu diplokoka. Mogu da budu a, B ili ahemoliticke. Otporne su na veéi broj
hemijskih sredstava i multirezistentne na antibiotike i hemoterapeutike. lzazivaju infekcije
urinarnog 1 genitalnog trakta, Zu¢nih puteva 1 tesko se lece. Za razliku od drugih streptokoka,
enterokoke hidrolizuju eskulin nakon inkubacije i dodavanja gvozda i menjaju boju tecne

podloge u crno.
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e o hemoliticki streptokok - je Siroka grupa streptokoka koja na krvnom agaru daje a tip
hemolize. Pod normalnim uslovima predstavljaju normalnu floru gornjeg respiratornog trakta. U
odredenim slucajevima mogu izazvati oboljenja. Najvazniji predstavnici Su: Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus salivarius, Streptococcus mitis, Streptococcus sangvinis i
Streptococcus mutans. Kod pacijenata sa imunodeficijencijom mogu izazvati teska oboljenja kao
Sto su bakterijski endokarditis ili apscesi mozga. Dovode se u vezu sa nastankom zubnog kariesa
zato Sto naseljavaju usnu duplju i razgraduju ugljene hidrate do kiselina.

Streptococcus pneumoniae (pneumokok) su bakterije ovalnog ili kruznog oblika
rasporedene u parovima (diplokoke) ili u vidu kratkih lanaca. Obavijene su kapsulom
polisaharidnog sastava. Nepokretne su i fakultativno anaerobne. Postoje i oblici koji su izgubili
kapsulu i te pneumokoke nisu patogene. Patogene pneumokoke Iuce enzime kao §to je
pneumolizin i proteazu koja razlaze imunoglobuline Al smanjujuéi efikasnost sluzokozne
imunosti. Nastanjuju sluzokozu gornjih disajnih puteva gde pripadaju normalnoj bakterijskoj
flori. Usled deficita imuniteta moze do¢i do njihovog preteranog razmnozavanja, Sirenja i
nastanka infekcije.

Ove bakterije su uslovno patogene. Izazivaju zapaljenje pluca, srednjeg uha, sinusa,
meningitis i sepsu. U terapiji oboljenja uzrokovanih streptokokom koriste se penicilini, makrolidi
i hinoloni (Strohl i sar, 2001).

31



3.

CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj doktorske disertacije je ispitivanje uticaja etarskog ulja i ekstrakata moraca na

kontraktilnost izolovanog ileuma i traheje pacova. Rezultati ispitivanja ove biljne vrste na

kontraktilnost glatke muskulature treba da pokazu moguci lekoviti potencijal ove biljne vrste.

Specificni ciljevi ovog istrazivanja su:

Ispitivanje uticaja moraca na spontane kontrakcije glatke muskulature ileuma i traheje
pacova

Ispitivanje dejstva moraca na acetilholinom stimulisane kontrakcije creva i traheje pacova
1 procena njegovog uticaja na holinergicki sistem

Ispitivanje uticaja moraca na kontrakcije ileuma i traheje stimulisane rastvorom kalijum-
hlorida

Ispitivanje uticaja moraca na kontrakcije ileuma stimulisane barijum-hloridom, kao i na
kontrakcije u medijumu bez jona kalcijuma u smislu procene dejstva moraca na
mehanizme kontrakcije glatkih misica

Procena kontraktilnosti muskulature ileuma pacova u uslovima primene moraca i
blokatora azot-oksid sintetaze (L-NAME)

Ispitivanje razlika izmedu spazmoliti¢ke aktivnosti etarskog ulja i1 ekstrakata nadzemnih
delova moraca, koji su sakupljani u tri razli¢ite godine i procena reakcije ove biljne vrste
na promenu klimatskih uslova

Ispitivanje hemijskog sastava ekstrakta i etarskog ulja moraca i utvrdivanje razlika
izmedu spazmoliticke aktivnosti etarskog ulja 1 ekstrakata razli¢itih delova moraca (list,
stablo, zreli i nedozreli plod)

Odredivanje antioksidativne aktivnosti etarskog ulja 1 ekstrakata moraca koriS¢enjem dva
modela (DPPH i p-karoten/linolna kiselina)

Odredivanje antimikrobne aktivnosti etarskog ulja i1 ekstrakata moraca, koji izazivaju

najvece spazmoliticke efekte, protiv sojeva Gram (+) i Gram (-) bakterija.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. BILINI MATERIJAL

Nadzemni delovi biljne vrste mora¢ (Foeniculum vulgare Miller) sakupljani su krajem
avgusta 2012., 2013. i 2014. godine na lokalitetu Nisa. Podrucje se nalazi uz reku Nisavu, na
nadmorskoj visini od oko 200 m, na 43°19' severne geografske Sirine i 21°54' istocne geografske
duZine. Prose¢na godis$nja temperatura je 11,4°C. GodiSnji nivo padavina je oko 589,6 mm po
kvadratnom metru. Zemljiste podruéja je peSc¢ana ilovaca. Podrucje ima umereno-kontinentalnu
klimu.

Morac¢ je ru¢no bran. Sakupljeni biljni materijal suSen je na tamnom, dobro provetrenom
mestu, u hladu i ¢uvan u papirnim kesama do analize. Delovi biljke (stabljika, list i plod)
samleveni su na mehanickom mlinu do odgovaraju¢eg stepena usitnjenosti i kao takvi koriS¢eni

za pripremu ekstrakata i etarskog ulja.

4.2. PRIPREMA EKSTRAKATA

Za ekstrakciju biljnog materijala kao ekstrakciona sredstva kori$¢eni su sledeci organski
rastvaraci: apsolutni metanol, metanol (80% v/v) i voda. Svaki od tri ekstrakta pripremljen je
tako $to je najpre biljni materijal ekstrahovan odgovaraju¢im rastvaratem u odnosu 1:10 u
ultrazvu¢nom kupatilu 20 minuta. Zatim je izvrsena filtracija kroz filter-papir, a dobijeni filtrat,
odnosno te¢ni ekstrakt, je uparen do suva, u rotacionom vakuum uparivacu (Kika-Werke).
Ekstrakti su ¢uvani do analize u dobro zatvorenim staklenim bo¢icama na temperaturi do 4°C. U
daljem tekstu ekstrakti ¢e biti oznaceni na slede¢i nacin: ME (ekstrakcija vrSena apsolutnim

metanolom), M80E (ekstrakcija vrsena metanolom 80% (v/v)) 1 H20 (ekstrakcija vrsena vodom).

4.3. IZOLOVANJE ETARSKOG ULJA

Osuseni i usitnjeni delovi biljke (100 g) destilovani su 150 minuta u Clevenger aparatu. Ulje je

ekstrahovano dietil-etrom (Et.O) i anhidrovano bezvodnim Na»SOs. Nakon 24h, smeSa je
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filtrirana, a rastvara¢ je uklonjen vakuum-uparivacem. Etarsko ulje je ¢uvano u staklenoj bocici

na 4°C do analize.

4.4. ODREPIVANJE SPAZMOLITICKE AKTIVNOSTI ETARSKOG ULJA |
EKSTRAKATA MORACA

Uticaj etarskog ulja i ekstrakata razlicitih delova biljke mora¢ na kontraktilnost glatke

muskulature je ispitivan na izolovanom ileumu i traheji pacova.

4.4.1. Eksperimentalne Zivotinje koriS¢ene za ispitivanje spazmoliticke aktivnosti

etarskog ulja i ekstrakata moraca u uslovima in vitro

Za odredivanje spazmoliti¢ke aktivnosti koriS¢eni su pacovi Wistar albino soja (250-310
g), muskog pola, starosti 3-5 meseca. Zivotinje su odgajene u Vivarijumu Medicinskog fakulteta
u NiSu. Sve eksperimentalne procedure su u skladu za Evropskom Direktivom 2010/63/EU za
eksperimente na zivotinjama, a odobrene su i od strane Eti¢kog komiteta Medicinskog fakulteta
u NiSu. Zivotinje su duvane u kavezima od nerdajuéeg Gelika u standardnim laboratorijskim
uslovima. Temperatura vazduha se odrzavala u granicama od 20-24°C. Zivotinje su imale

slobodni pristup hrani i vodi.

4.4.2. lzolovanje i postavljanje ileuma pacova

Pacovi su zrtvovani nakon dvanaestocasovnog gladovanja. Trbusna duplja je otvarana,
ileum je brzo izolovan i ubacen u Petrijevu Solju sa Tyrod-ovim rastvorom. Segmenti ileuma
oCiS¢eni od mezenterijuma, duZine oko 2 cm su postavljani u kupatila za izolovane organe,
zapremine 10 mL ispunjena Tyrod-ovim rastvorom za izolovano crevo, koji je bio zagrevan na

37°C i aerisan smesom kiseonika (95%) i ugljen-dioksida (5%). Sastav Tyrod-ovog rastvora je
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bio: 150 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 2 mM MgClz, 12 mM NaHCOs, 0.4 mM NaH2PO4, 1.8 mM
CaCli 5.5 mM glukoze.

Jedan kraj ileuma je bio pri¢vrSéen za drza¢, dok je drugi deo bio povezan sa
transdukterom (TSZ-04-E, Experimetria Ltd, Budimpesta, Madarska). Kontrakcije izolovanog
ileuma su registrovane i analizirane uz pomo¢ kompjuterskog programa SPEL Advanced
ISOSY'S Data Acquisition System (Experimetria Ltd, Budimpesta, Madarska).

Adaptacija izolovanog ileuma je iznosila 30 minuta do stabilizacije bazalnog tonusa.
Ispitivani ekstrakti i ulje su dodavani direktno u kupatilo za izolovane organe.

4.4.3. lzolovanje i postavljanje traheje pacova

Traheja je izolovana i odvajana iz grudnog kosa nakon zrtvovanja zivotinje i postavljana
u Petrijevu Solju ispunjenu Krebs-Ringer-ovim rastvorom. Nakon odvajanja ostataka vezivnog
tkiva, traheja je isecana na segmente koji su se sastojali od tri do Cetiri hrskavi¢ava prstena.
Segmenti traheje su postavljani u kupatila za izolovane organe, zapremine 10 mL koja su bila
ispunjena Krebs-Ringer-ovim rastvorom, zagrevanim na 37°C i aerisan smeSom kiseonika (95%)
i ugljen-dioksida (5%). Sastav Krebs-Ringer-ovog rastvora je bio: NaCl 137 mM; KCI 2,81 mM,;
CaClz 1,8 mM; MgCl. 0,1 mM; NaH2POg4, 0,417 mM; NaHCO3 11,9 mM i glikoza 11,10 mM.
Nakon stabilizacije izolovane traheje u trajanju 60 min, u kupatila za izolovane organe su
direktno dodavane ispitivane supstance. Promene u kontraktilnosti traheje su registrovane
pomocu sistema TSZ-04-E, Experimetria Ltd, Budimpesta, Madarska i analizirane su uz pomo¢

softvera SPEL Advanced ISOSYS Data Acquisition System.

4.4.4. Ispitivanje uticaja etarskog ulja i ekstrakata moraca na spontane kontrakcije

ileuma pacova

Nakon perioda adaptacije izolovanog ileuma i uspostavljanja pravilne kontraktilnosti, u

kupatila za izolovane organe su dodavani ispitivani uzorci u rastu¢im logaritamskim
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koncentracijama. Dodavanje ispitivanih uzoraka vrSeno je kumulativno u koncentracijama od
0,01 do 3 mg/mL.

Promene tonusa su merene kao povrSina ispod krivulje i bazalne linije, pre i nakon
davanja svake koncentracije ispitivanih uzoraka, a rezultati izrazavani kao razlika izmedu
povrsina krive pre i nakon dodavanja ispitivanih uzoraka. Za svaku koncentraciju ispitivanog
uzorka efekat je izraCunavan u procentima u odnosu na pocetnu spontanu aktivnost izolovanog

creva bez prisustva ispitivanih uzoraka.

4.4.5. Ispitivanje uticaja etarskog ulja i ekstrakata moraca na kontrakcije ileuma

pacova izazvane acetilholinom

Nakon perioda adaptacije preparata ileuma, njegove kontrakcije su stimulisane
kumulativnim dodavanjem rastu¢ih koncentracija ACh u vodeno kupatilo (5-1500 nM). Na
osnovu dobijenih rezultata je konstruisana kontrolna kriva koncentracijski-zavisnih kontrakcija.
Preparat je nakon toga ispiran Tyrodovim rastvorom i ¢ekano je da se ponovo uspostave stabilne
spontane kontrakcije. Zatim je u vodeno kupatilo dodavan ispitivani uzorak u koncentraciji od 1
mg/mL i nakon 5 minuta je ponovljana serija sa istim koncentracijama ACh i formirana je nova
kriva kontraktilnog efekta ACh. Preparat ileuma je ponovo ispiran, ostavljan do ponovnog
uspostavljanja stabilnih spontanih kontrakcija i postupak je ponovljen sa koncentracijom uzorka
od 3 mg/mL. Spazmoliticki efekat ispitivanih uzoraka je predstavljen kroz seriju krivulja kojima
je prikazan kontraktilni efekat ACh koji je postignut u prisustvu ispitivanih uzoraka i uporeden je

sa efektom samog ACh (Brankovi¢ i sar, 2011).
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4.4.6. Ispitivanje uticaja etarskog ulja i ekstrakata moraca na kontrakcije ileuma

pacova izazvane rastvorom kalijum-hlorida

Preparat izolovanog ileuma je postavljen u vodeno kupatilo i ostavljen je 30 minuta dok
se ne razvije stabilna kontraktilnost, a zatim je u vodeno kupatilo dodavan 80 mM KCI. Nakon
Sto su se tonicke kontrakcije stimulisane KCl ustalile, dodavani su ispitivani uzoci kumulativno u
rastu¢im koncentracijama (od 0,01 do 3 mg/mL). Spazmoliticki efekat uzorka je izracunavan na
osnovu razlika povrsina ispod krive i bazalne linije kao procenat inhibicije efekta KCl (Bigovi¢ i

sar, 2010).

4.4.7. Ispitivanje uticaja etarskog ulja i ekstrakata moraca na kontrakcije ileuma

pacova izazvane rastvorom kalcijum hlorida

Nakon perioda adaptacije preparata ileuma u rastvoru bez jona kalcijuma, njegove
kontrakcije su stimulisane kumulativnim dodavanjem rastuc¢ih koncentracija CaClz u vodeno
kupatilo (0,03-10 puM). Na osnovu dobijenih rezultata je konstruisana kontrolna kriva
koncentracijski-zavisnih kontrakcija (Brankovi¢ i sar, 2009). Preparat je zatim ispiran rastvorom.
Nakon toga su u vodeno kupatilo dodavani ispitivani uzorci koji su izazivali najbolje inhibitorne
efekte (10% etarsko ulje zrelog ploda moraca i 10% metanolni ekstrakt lista moraca ekstrahovan
u 100%-tnom metanolu iz 2014. godine) u koncentraciji od 1 mg/mL i nakon 5 minuta je
ponovljana serija sa istim koncentracijama CaCl» i formirana je nova kriva kontraktilnog efekta
CaCl, u prisustvu ispitivanog uzorka u koncentraciji od 1 mg/mL. Preparat ileuma je ponovo
ispiran i postupak je ponovljen sa koncentracijom uzorka od 3 mg/mL. Spazmoliti¢ki efekat
ispitivanih uzoraka je predstavljen kroz seriju krivulja kojima je prikazan kontraktilni efekat
CaCl> koji je postignut u prisustvu ispitivanih uzoraka i uporeden je sa efektima kontrolne serije

u kojoj je delovao samo CaCls..
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4.4.8. Ispitivanje uticaja etarskog ulja i ekstrakata moraca na kontrakcije ileuma

pacova izazvane rastvorom barijum hlorida

Nakon perioda adaptacije preparata ileuma, stimulisane su njegove kontrakcije
kumulativnim dodavanjem rastuc¢ih koncentracija BaCl, u vodeno kupatilo (3-900 uM) i na
osnovu dobijenih rezultata je konstruisana kontrolna kriva koncentracijski-zavisnih kontrakcija.
Preparat je nakon toga ispiran Tyrodovim rastvorom i ¢ekano je da se ponovo uspostave stabilne
spontane kontrakcije. Nakon toga je u vodeno kupatilo dodavan ispitivani uzorak (10% etarsko
ulje zrelog ploda morac¢a i 10% metanolni ekstrakt lista moraca ekstrahovan u 100%-tnom
metanolu iz 2014. godine) u koncentraciji od 1 mg/mL i nakon 5 minuta je ponovljana serija sa
istim koncentracijama BaCl,. Formirana je nova kriva kontraktilnog efekta BaCl> u prisustvu
ispitivanog uzorka u koncentraciji od 1 mg/mL. Preparat ileuma je ponovo ispiran, ostavljan do
ponovnog uspostavljanja stabilnih spontanih kontrakcija i postupak je ponovljen sa
koncentracijom uzorka od 3 mg/mL. Spazmoliti¢ki efekat ispitivanih uzoraka je predstavljen
kroz seriju krivulja kojima je prikazan kontraktilni efekat BaCl, koji je postignut u prisustvu

ispitivanih uzoraka i uporeden je sa efektom samog BaClz (Brankovi¢ i sar, 2011).

4.4.9. Procena kontraktilnosti ileuma pacova u uslovima primena etarskog ulja i

ekstrakta moraca i blokatora azot-oksid sintetaze

Preparat izolovanog ileuma je postavljan u vodeno kupatilo i ostavljen je 30 minuta dok
se ne razvije stabilna kontraktilnost. Nakon toga je u vodeno kupatilo dodato 100 uM L-NAME i
ispitivani uzorci koji su izazivali najbolje inhibitorne efekte (10% etarsko ulje zrelog ploda
moraca i 10% metanolni ekstrakt lista moraca ekstrahovan u 100%-tnom metanolu iz 2014.
godine) kumulativno, u rastu¢im koncentracijama (od 0,01 do 3 mg/mL). Efekat uzoraka je
izraCunavan na osnovu razlika povrsina ispod krive i bazalne linije kao procenat inhibicije efekta

L-NAME (Sedighi i sar, 2014).
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4.4.10. Ispitivanje uticaja etarskog ulja i ekstrakata morac¢a na spontane kontrakcije

traheje pacova

Nakon perioda adaptacije izolovane traheje i uspostavljanja pravilne kontraktilnosti, u
kupatila za izolovane organe su dodavani ispitivani uzorci koji su izazivali najbolje inhibitorne
efekte (10% etarsko ulje zrelog ploda moraca 1 10% metanolni ekstrakt lista moraca ekstrahovan
u 100%-tnom metanolu iz 2014. godine) kumulativno, u rastu¢im logaritamskim
koncentracijama (0,01 do 3 mg/mL).

Promene tonusa glatke muskulature izolovane traheje su merene kao povrSina ispod
krivulje i bazalne linije, pre i nakon davanja svake koncentracije ispitivanih uzoraka, a rezultati
izrazavani kao razlika izmedu povrSina krive pre i nakon dodavanja ispitivanih uzoraka. Za
svaku koncentraciju ispitivanog uzorka efekat je izracunavan u procentima u odnosu na pocetnu

spontanu aktivnost izolovane traheje bez prisustva ispitivanih uzoraka (Ouédraogo i sar, 2013).

4.4.11. Ispitivanje uticaja etarskog ulja i ekstrakata moraca na Kontrakcije traheje

pacova izazvane acetilholinom

Preparat izolovane traheje je postavljen u vodeno kupatilo i ostavljen je 60 minuta dok
se ne razvije stabilna kontraktilnost. Nakon toga je u vodeno kupatilo dodat Ach u koncentraciji
1500 nM. Nakon §to su se tonicke kontrakcije stimulisane ACh ustalile dodavao se ispitivani
uzorak kumulativno u rastu¢im koncentracijama (od 0,01 do 3 mg/mL). Spazmoliticki efekat
uzorka je izracunavan na osnovu razlika povrSina ispod krive i bazalne linije kao procenat

inhibicije efekta ACh.

4.4.12. Ispitivanje uticaja etarskog ulja i ekstrakata moraca na kontrakcije traheje

pacova izazvane rastvorom kalijum hlorida
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Preparat izolovane traheje je postavljen u vodeno kupatilo i ostavljen je 60 minuta dok se ne
razvije stabilna kontraktilnost. Nakon toga je u vodeno kupatilo dodavan KCI (80 mM) da bi se
postigla visoka koncentracija u rastvoru. Posto su se toni¢ke kontrakcije stimulisane KCl ustalile,
dodavan je ispitivani uzorak kumulativno u rastu¢im koncentracijama (od 0,01 do 3 mg/mL).
Spazmoliticki efekat uzorka je izraCunavan na osnovu razlika povrSina ispod krive i bazalne

linije kao procenat inhibicije efekta KCI1 (Bigovi¢ i sar, 2010).
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4.5. ODREDIVANJE SADRZ:AJA UKUPNIH POLIFENOLA I UKUPNIH TANINA U
EKSTRAKTIMA MORACA

Koli¢ina ukupnih polifenola odreduje se Folin-Ciocalteu (F-C) metodom u kojoj
istoimeni reagens meri sposobnost sokova i ekstrakta da redukuju fosfomolibdensku i
fosfotungistinsku kiselinu do plavo obojenog kompleksa, ¢ija se apsorbanca meri na 725 nm.

Ukupni tanini se odreduju, takode, sa Folin-Ciocalteu reagensom uz Kkoris¢enje
nerastvorenog polivinil polipirolidona (PVPP), koji vezuje tanine u rastvoru. Razlika ukupnih i
netaninskih polifenola predstavlja sadrzaj tanina.

Sadrzaji ukupnih polifenola i tanina odredeni su metodom po Hagermanu (2000). Za
izradu kalibracione krive koriste se standard galne kiseline (Tabela 4.1), pa se rezultati oba
sadrzaja izrazavaju kao ekvivalent galne kiseline (GAE) (mg GAE na g ekstrakta).

F-C reagens (2N) je komercijalno dostupan i predstavlja heksavalentni kiseli kompleks
fosfomolibdena i fosfotungistata, koji po specifikaciji proizvodaca treba da bude bistar, svelo-zut
rastvor. Promena boje u maslinasto zelenu indikuje neupotrebljivost reagensa. Cuva se u tamnoj
boci, u frizideru. F-C reagens se za potrebe metode razblaZzuje jednakom zapreminom
destilovane vode (1:1, V/V). Pored F-C reagensa, koristi se i 20% rastvor Na2COs, nerastvorni
PVPP, koji je komercijalno dostupan i rastvor standarda galne kiseline. Rastvor standarda
koncentracije 0,1 mg/mL se priprema na slede¢i nacin: 25 mg standarda se rastvori u 25 mL
destilovane vode i dobijeni rastvor razblazi 10 puta za izradu radnog rastvora. Kalibraciona kriva
se formira na osnovu izmerenih apsorbanci rastu¢ih koncentracija standarda (1 pg/mL, 2 pg/mL,
3 pug/mL, 4 pg/mL, 5 pg/mL) uz slepu probu, koja umesto standarda sadrzi destilovanu vodu. Iz
kalibracione krive se izraCunava sadrzaj ukupnih polifenola i tanina.

Ukupni polifenoli se iz uzorka odreduju na slede¢i nac¢in: 0,02 mL uzorka razblazenog
vodom u koncentraciji od 3 mg/mL se pipetira u epruvetu, razblazi destilovanom vodom do 0,5
mL, doda 0,25 mL F-C reagensa i 1,25 mL prezasi¢enog rastvora Na,COs. Sadrzaj epruvete se
dobro promucka i nakon 40 minuta, meri apsorbanca na 725 nm. Sadrzaj se izraCunava iz

kalibracione krive.

Ukupni tanini se odreduju na isti nacin kao i ukupni polifenoli sa malo drugacijom

pripremom uzorka. Kako se tanini vezuju na nerastvorni PVPP, u kivetu se doda 100 mg PVPP,
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1 mL destilovane vode i 1 mL uzorka i ovaj rastvor dobro promucka. 100 mg PVPP je dovoljan
da veZe 2 mg tanina, pa ako je sadrzaj tanina ve¢i od 10%, uzorak se mora razblaziti.

Nakon 15 minuta na +4°C, smesa se ponovo dobro promucka i centrifugira 10 minuta na
3000 obrtaja u minuti. Svi tanini su vezani na nerastvorni PVPP, a sva ostala fenolna jedinjenja
se nalaze u supernatantu, pa se on i koristi za odredivanje ne-taninskih polifenola po istom
postupku za odredivanje ukupnih polifenola. Kako se uzorak razblazuje destilovanom vodom u
odnosu 1:1, preporucuje se da se koristi dva puta veca zapremina uzorka. Sadrzaj ne-taninskih

polifenola se izrazava u mg GAE na g ekstrakta, a iz razlike se dobija sadrzaj tanina.

Tabela 4.1. Priprema standarda za izradu kalibracione krive

Rastvor Destilovana F-C reagens | Rastvor Galna kiselina
katehina (uL) | voda (uL) (uL) Na2COs (L) | (M1Q)

Slepaproba |0 500 250 1250 0

S1 20 480 250 1250 2

S2 40 460 250 1250 4

S3 60 440 250 1250 6

S4 80 420 250 1250 8

S5 100 400 250 1250 10

4.6. ODREPIVANJE SADRZAJA UKUPNIH FLAVONOIDA U EKSTRAKTIMA
MORACA

Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima odredivan je AICIz metodom. Ekstrakti su
najpre razblazeni metanolom do koncentracije od 1 mg/mL, a zatim je po 1 mL dobijenog
rastvora pomesan sa 1 mL rastvora AIClsx 6H,0O (20 mg/mL). Apsorbancija je merena na 430
nm na UV-VIS spektrofotometru nakon 10 minuta. Rezultati su prikazani kao mikrogrami rutina

po miligramu ekstrakta (ug RU/mg), uz kalibracionu krivu (Lamaison i Carnat, 1990).
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4.7. HEMIJSKI SASTAV EKSTRAKATA | ETARSKIH ULJA MORACA

4.7.1. HPLC analiza estrakata

HPLC (te¢na hromatografija visokih performansi) analiza je radena po metodi Kosti¢ i
sar. (2015), sa malom modifikacijom. Kvalitativna i kvantitativna analiza je radena na Agilent
1200 HPLC sistemu (Agilent Technologies, Palo Alto, Calif., U.S.A.) sa diode array detektorom
(DAD) i analitickom kolonom Purospher STAR RP-18e (150 x 4,6 mm), promera Cestica od 5
um (Merck, Darmstadt, Germany). Ekstrakti su rastvarani u metanolu i vodi HPLC stepena
Cistoce. Injektovana je zapremina ekstrakta od 10 pL, koncentracije 10 mg/mL, protoka 0,7
mL/min. Sistem za eluiranje se sastojao iz 0.1% vodenog rastvora trifluorosiréetne kiseline (A) i
acetonitrila (B) sa linearnim gradijentom: 0-3 min 5-5% B, 3-32 min 5-28% B, 32-44 min 25-
50% B, 44-52 min 50-80% B, 52-54 min 80-90% B, 54-59 min 90-5% B i 59-60 min 5% B.
Radna temperatura je odrzavana na 30°C. Sadrzaj polifenolnih jedinjenja je izracunat preko
kalibracione krive, koja je konstruisana na osnovu standardnih rastvora. Standardni rastvori su

injektovani i detektovani u triplikatu u 5 rastucih koncentracija (0,2, 1, 5, 20 i 50 pg/mL).

4.7.2. Hemijski sastav etarskog ulja

Hemijski sastav etarskog ulja analiziran uz pomo¢ GC-MS (gasna hromatografija-
masena spektrometrija) i GC-FID (plamenojonizacioni detektor). Svi uzorci su analizirani na
7890/7000B GC-MS/MS triple quadruple sistemu (Agilent Technologies, USA, sa Combi PAL
aut samplerom). Svi uzorci su snimani u triplikatu. Korisc¢ena je kapilarna kolona HP-5MS (5%
fenilmetilsiloksan, 30 m x 0.25 mm, debljine filma 0.25 pum). Temperaturni program je odrzavan
na 50 °C tokom 2 sata i 25 minuta, zatim od 50 do 290° C zagrevan sa po 4° C min™
Injektovano je 1 pL rastvora etarskog ulja u etru u koncentraciji 10 mikrolitara po mL u split
odnosu 40:1. Nose¢i gas je helijum sa protokom od 1.0 mL mint. MS je radio pri jonizacionom
naponu od 70 eV sa masenim skeniranjem u rasponu 40-650. GC-FID analiza je izvedena pod

istim eksperimentalnim uslovima kao §to je ve¢ navedeno za GC-MS analizu. Procentni sastav je
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preracunat na osnovu povrSine GC-FID pikova, bez korekcionih faktora. Komponente su
identifikovane pomocu AMDIS softvera (Automated Mass Spectral Deconvolution and
Identification System, Ver. 2.1, DTRA/NIST, 2011), na osnovu lineranih retencionih indeksa
(RI), koji su odredeni na osnovu retencionih vremena standardne serije n-alkana (Cs-Cao) i
poredenjem masenih spektara sa masenim spektrima Wiley 6 i NIST02 biblioteka masenih

spektara.

4.8. ODREDIVANJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI ETARSKOG ULJA 1
EKSTRAKATA MORACA

4.8.1. Odredivanje sposobnosti vezivanja slobodnih radikala (DPPH metoda)

DPPH-radikal (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal) je stabilan azotni radikal ljubicaste
boje ¢iji rastvor u metanolu ima maksimum apsorpcije na 515 nm. DPPH-radikal ma Siroku
primenu u ispitivanju antioksidativne aktivnosti izolovanih supstanci, ekstrakata i hrane.

Metoda se zashiva na reakciji metanolnog rastvora DPPH u prisustvu ispitivanog
antioksidansa, pri ¢emu nastaje neradikalsko jedinjenje 1 smanjuje se apsorbanca usled
obezbojavanja radikala.

Odredivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata u DPPH sistemu odnosno sposobnost
uzorka da "hvata" slobodne radikale, vrSena je po metodi koju su opisali Chang i saradnici
(2010) sa izvesnom modifikacijom. Ova metoda se zasniva na redukciji DPPH radikala u DPPH-
H, pri ¢emu se prati promena boje iz ljubiCaste u zutu. Rastvori razliCitih koncentracija
ekstrakata i etarskih ulja, zapremine 40 pL, pomesani su sa po 120 uL etanola u udubljenjima
mikrotitatrske ploce sa 96 mesta, nakon ¢ega je dodavan etanolni rastvor DPPH (0.05 mM).
Sadrzaj mikrotitarskih ploca su dobro promesani, a potom ostavljeni na tamnom mestu na sobnoj
temperaturi 30 minuta. Apsorbancija uzoraka je merena na ELISA c¢itacu (Multiskan Ascent
No354, Thermo Labsystems, Finland) na 540 nm. Inhibicija slobodnih radikala je ra¢unata po
formuli:

% inhibicije DPPH=[(Ak-Aa)/(Ax-As)] x 100%
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U jednacini Ak predstavlja apsorbanciju kontrolnog reagensa koga je Cinio etanol i
rastvor DPPH, Aa predstavlja apsorbanciju ispitivanog uzorka, dok je As apsorbanca slepe
probe, odnosno etanola. Pomocu dobijenih procenata inhibicije i odgovoraju¢ih koncentracija
rastvora uzoraka konstruisane su prave, a zatim su pomoc¢u dobijenih jednacina rezultati izrazeni
preko 1Cso (koncetracija uzorka koja neutraliSe 50% slobodnih radikala). Antioksidativna
aktivnost je poredena sa poznatim koriS¢enim antioksidansima askorbinskom i ruzmarinskom

kiselinom.

4.8.2. Inhibicija obezbojavanja #-karotena

Sposobnost ekstrakata i etarskog ulja da inhibira proces lipidne peroksidacije ispitivan
je u sistemu koji je opisan od strane istraziva¢a Koleve i saradnika sa izvesnim modifikacijama
(2002). Ova metoda podrazumeva ispitivanje sposobnosti uzorka da zastiti linolnu kiselinu od
lipidne peroksidacije, spreavajudi troSenje f-karotena koji bi u odsustvu ekstrakta vrsila zastitu,
Sto se uocCava zadrzavanjem zute boje sistema. Priprema rastvora f-karotena je vrSena tako Sto je
2 mg p-karotena rastvoreno u 10 mL hloroforma. Dva mililtra ovog rastvora je uparavano na
vakuum uparivacu na 40°C, zajedno sa dodatom linolnom kiselinom (40 mg) i emulgatorom
Tween 20 (400 mg). Nakon uparavanja hloroforma, u balon je dodato i 100 mL oksigenisane
destilovane vode, ¢ime je formirana emulzija. Kao slepa proba koriS¢ena je emulzija bez p-
karotena. Dobijena emulzija je pipetirana (160 pL) u udubljenja 96-mikrotitatrske plo¢e u kojima
se ve¢ nalazilo po 20 plL rastvora uzoraka razli¢itih koncetracija. Mikrotitatrske ploce su zatim
inkubirane 120 minuta na 55°C. Apsorbance su merene na ELISA ¢itacu (Multiskan Ascent No
354, Thermo Labsystems, Finland) na 450 nm pre inkubiranja (Ao) i nakon 120 minuta (A12o).

Procenat inhibicije raunat je prema formuli (Barros 1 sar, 2007):
% inhibicije = (A120/Ao)
Konstruisane su prave koje prikazuju zavisnost koncentracije uzorka i procenata inhibicije, a

zatim su pomocu dobijenih jednacina prave rezultati izrazeni preko ICsp.

45



Antioksidativna aktivnost je poredena sa poznatim kori§¢enim antioksidansima,

askorbinskom i ruzmarinskom kiselinom.

4.9. ODREDPIVANJE ANTIMIKROBNE AKTIVNOSTI ETARSKOG ULJA 1
EKSTRAKATA MORACA

4.9.1. MikrobioloSki sojevi

Ispitivanje in vitro antimikrobne aktivnosti etarskog ulja i ekstrakata razli¢itih delova
biljke mora¢ vrSeno je protiv sojeva bakterija izolovanih iz respiratornog i gastrointestinalnog
trakta.

Gram (-) bakterije upotrebljavane za ispitivanje etarskog ulja i ekstrakata su Escherichia
coli (iz zdrela i iz stolice), Pseudomonas aeruginosa (iz stolice), Enterobacter aerogenes (iz
stolice), Proteus mirabilis (iz stolice), Klebsiella pneumoniae (iz ispljuvka) i Morganella
morganii (iz zdrela).

Gram (+) bakterije su bile Staphylococcus aureus (iz zdrela) i Strptococcus pneumoniae

(iz ispljuvka).

4.9.2. Mikrodiluciona metoda

Za testiranje antimikrobne aktivnosti etarskog ulja i ekstrakata moraca koriS¢ena je
mikrodiluciona metoda prema propisima CLSI (2005). Izolovani sojevi mikroorganizama su
inkubirani preko no¢i i od njih su, u sterilnom fizioloSkom rastvoru, napravljene suspenzije
turbiditeta 0,5 McFarlanda koje sadrze 1.5x108 CFU (colony forming units)/mL bakterija (CLSI
2005). Nakon toga je, prema uputstvu, napravljena odgovarajuca podloga (Mueller-Hinton
bujon-MHB). Po 10 mL sterilisanih te¢nih podloga je razliveno u sterilne epruvete i inokulisano
sa po 133 pl pripremljene suspenzije mikroorganizama, da bi se dobio konacan broj CFU od
2x10%1 mL. Zatim je u svako od 96 udubljenja mikrotitarske ploce uneseno po 100 pl

inokulisane podloge i napravljena serija duplih razredenja etarskog ulja (u rasponu od 0,05-50
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pML/mL) i estrakata (u rasponu od 0,10-100 mg/mL). Ukupna zapremina u svakom udubljenju je
iznosila 100 pl, a gustina suspenzije 2x10° CFU/mL. Zatim su mikrotitarske ploge inkubirane na
37°C u trajanju od 24 Casa izveden u tri ponavljanja.

Koris¢ene su dve kontrole rasta. Jedna je sadrzala inokulisanu hranljivu podlogu
(MHB), a druga inokulisanu hranljivu podlogu sa serijom duplih razblazenja rastvaraca.
Antibiotik Kkoji je koriS¢en kao pozitivna kontrola je hloramfenikol u opsegu koncentracija od
0.008-16 pg/mL. Najmanja koncentracija gde nije bilo vidljivog rasta definisana je kao
minimalna inhibitorna koncentracija (MIC). Odredivanje mikrobioloskog rasta je vrSeno
dodavanjem po 20 pl 0,5%-tnog vodenog rastvora TTC (2,3,5-trifenil tetrazolijum hlorida) koji
porasle kolonije boji u crveno (Sartorrato i sar, 2004). Minimalna baktericidna koncentracija
(MBC) je odredivana tako $to je sadrzaj iz svih bunaréi¢a, u kojima nije bilo crveno obojenih
kolonija, prenosen na petri ploce sa Mueller-Hinton agarom (MHA), koje su zatim inkubirane 24
Casa na 37°C i zatim su brojane porasle kolonije bakterija. MBC se definiSe kao najniza
koncentracija etarskog ulja i ekstrakata pri kojoj je ubijeno 99,9% inokulisanih

mikroorganizama.

4.10. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statisticka obrada podataka obavljena je kori$¢enjem programskog paketa SPSS 15.0.
Kontinualne varijable predstavljene su srednjim vrednostima, standardnim devijacijama i
medijanama. Utvrdivanje normalosti raspodele kontinualnih varijabli obavljeno je Shapiro-Wilk
testom.

Poredenje vrednosti kontinualnih varijabli izmedu dve grupe, u zavisnosti od
normalnosti raspodele, vr$eno je Studentovim t testom (Student t-test) nezavisnih uzoraka, u
slu¢aju normalne raspodele, ili Man Vitnijevim (Mann-Whitney) testom, u slu¢aju da raspodela
odstupa od normalne, a za poredenje vrednosti kontinualnih varijabli izmedu viSe grupa, u
zavisnosti od normalnosti raspodele, koriS¢ena je analiza varijanse ANOVA, u slu¢aju normalne
raspodele, odnosno Kruskal-Volisov (Kruskal-Wallis) test, u slu¢aju da raspodela odstupa od
normalne. U slu¢aju ANOVA, sledstvenom post Hoc analizom vr$eno je poredenje vrednosti iste
kontinualne varijable ponaosob izmedu svakog modaliteta iste kategorijske varijable sa svakim.

Statisticki znacajnim smatrani su nivoi znacajnosti od p<0,05.
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5. REZULTATI

5.1. SPAZMOLITICKA AKTIVNOST ETARSKOG ULJA I EKSTRAKATA
MORACA

5.1.1. Uticaj etarskog ulja i ekstrakata lista morata na spontane kontrakcije
ileuma pacova

5.1.1.1. Etarsko ulje i ekstrakti lista moraca iz 2012. godine

Analizom varijanse (ANOVA) u okviru ispitivanih uzoraka utvrdena je statisticki znacajna
zavisnost vrednosti inhibicije kontrakcija ileuma kod metanolnih 80% ekstrakata (p<0,01), kao i kod
etarskog ulja (p<0,001). Post Hoc analizom u okviru ispitivanin uzoraka, poredenjem razliCitih
koncentracija ponaosob, utvrdeno je da su kod svih tipova uzoraka najvece inhibicije kontrakcije
ileuma pri najve¢im koncentracijama. Kod 80% metanolnog ekstrakta inhibicije pri koncentracijama
1 mg/mL (87,85+5,60%) i 3 mg/mL (87,94+4,2%) statisti¢ki su vece no pri koncentraciji od 0,01
mg/mL (97,59+1,14%) (p<0,05). Kod vodenog ekstrakta u odnosu na koncentraciju od 0.01mg/mL
(97.41+2.23%) statisti¢ki znacajno je veca inhibicija pri koncentraciji od 1 mg/mL (78,19+9,99%)
(p<0,05), dok je inhibicija pri imaksimalnoj koncentraciji (80,11+9,53%) statisti¢ki znacajno veca
kako u odnosu na koncentraciju od 0,3 mg/mL (p<0,05), u odnosu na 0,1 mg/mL (86,98+9,10%)
(p<0,01), kao i u odnosu na koncentracije od 0,01 (97,41£2,23 %) i 0,03 mg/mL (92,78+7,16%)
(p<0,001).

Istom analizom u okviru odredenih koncentracija utvrdena je statisticki znacajna razlika
vrednosti inhibicije izmedu poredenih tipova uzoraka i to pri koncentraciji od 1 mg/mL (p<0,05) i
maksimalnoj koncentraciji 3 mg/mL (p<0,01). Post Hoc analizom koja je usledila utvrdeno je da je
inhibicija najveca kod etarskog ulja pri svim koncentracijama, ali je statisticki znacajno visa pri
koncentraciji 1 mg/mL (70,90+5,70%) u odnosu na 100% i 80% metanolne ekstrakte (p<0,05).
Najveca je i inhibicija kod etarskog ulja je i za maksimalnu koncentraciju (50,65+9,2%) u odnosu na
svaki od preostala tri tipa ekstrakata ponaosob (p<0,01).
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U ispitivanoj grupi najbolji efekat je pokazalo etarsko koje je u koncentraciji od 3 mg/mL

snizilo kontrakcije ileuma na 50,65+9,2% sa ECs0=2,92+0,08 mg/mL. Najslabiji efekat je pokazao

80% metanolni ekstrakt koji je u koncentraciji od 3 mg/mL snizio kontrakcije ileuma na 87,94+4,2%

(Slika 5.1)
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Slika 5.1. Efekat ekstrakata i etarskog ulja lista moraca iz 2012. godine na spontane

kontrakcije ileuma pacova
(*p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001)

5.1.1.2. Etarsko ulje i ekstrakti lista moraca iz 2013. godine

U okviru primenjenih uzoraka, izuzev kod 80% metanolnog ekstrakta, inhibicija spontanih

kontrakcija ileuma pacova raste sa povecanjem njihove koncentracije, ali analizom varijanse

utvrdena je statisticki znacajna zavisnost vrednosti inhibicije od koncentracije samo kod metanolnih

100% ekstrakata (p<0,001). Post Hoc analizom je u ovom slucaju ustanovljeno da je inhibicija

statisticki znacajno veca kod koncentracije 3 i 1 mg/mL u odnosu na koncentraciju 0,01 mg/mL
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(p<0,05), dok je u odnosu na koncentraciju 0,03 mg/mL inhibicija vec¢a kod koncentracije 1 mg/mL
(p<0,05), a jos ubedljivije kod koncentracije 3 mg/mL (p<0,01).

Analizom varijanse vrednosti inhibicije izmedu ispitivanih uzoraka, u okviru odredenih
koncentracija, nije utvrdena statisticki znacajna razlika ni za jednu od ispitivanih koncentracija, kao
ni razlika izmedu pojedinih tipova uzoraka u poredenju ponaosob. Etarsko ulje daje najvecu
inhibiciju pri svim koncentracijama (za koncentraciju 3 mg/mL-inhibicija 72,83+9,13%).

U ispitivanoj grupi najbolji efekat je pokazalo etarsko ulje koje je u koncentraciji od 3
mg/mL snizilo kontrakcije ileuma na 72,83+£9,13% sa ECs50=8,05+0,12 mg/mL. Najslabiji efekat je
pokazao 100% metanolni ekstrakt koji je u koncentraciji od 3 mg/mL snizio kontrakcije ileuma na
83,88+8,5 (Slika 5.2).
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Slika 5.2. Efekat ekstrakata i etarskog ulja lista moraca iz 2013. godine na spontane

kontrakcije ileuma pacova
(*p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001)
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5.1.1.3. Etarsko ulje i ekstrakti lista moraca iz 2014. godine

U okviru primenjenih uzoraka, izuzev kod 80% metanolnog ekstrakta, inhibicija raste sa
povecanjem njihove koncentracije. Analizom varijanse utvrdena je statisti¢ki znacajna zavisnost
vrednosti inhibicije od koncentracije kod 100% metanolnog ekstrakta i etarskog ulja (p<0,001),
kao i kod 80% metanolnog ekstrakta (p<0,05). Post Hoc analizom je kod metanolnih ekstrakata
ustanovljena najveca inhibicija za najviSu koncentraciju i ona je statisticki visa u odnosu na
koncentracije 0,01, 0,03 i 0,1 mg/mL na nivou (p<0,001), a u odnosu na koncentraciju 1mg/mL
p<0,01. Inhibicija pri koncentraciji 1mg/mL, takode je, statisti¢ki vi$a no pri koncentraciji 0,01
mg/mL (p<0,01) i 0,03 mg/mL (p<0,05). Kod 80% metanolnog ekstrakta statisticki je znacajno
niza inhibicija pri koncentraciji 3mg/mL (119,01+7,86%) u odnosu na koncentraciju 1 mg/mL
(98,7219,60%) (p<0,05). Kod etarskog ulja inhibicija pri koncentraciji 3 mg/mL je statisti¢ki
znacajno visa (87,61£3,49%) u odnosu na koncentracije 0,01, 0,03, 0,1 (p<0,01) i 0,3 mg/mL
(p<0,05). Takode je inhibicija pri koncentraciji 1 mg/mL (92,23+£1,02%) visa u odnosu na
koncentraciju 0,01mg/mL (98,89+1,43%) (p<0,05).

Analizom varijanse u okviru odredenih koncentracija ispitivanih ekstrakata utvrdena je
statisticki znaCajna razlika vrednosti inhibicije izmedu tipova ekstrakata kod svih koncentracija
izuzev najnize od 0,01 i to: na nivou p<0,05 za koncentracije 0,03, 0,1 i 1 mg/mL, p<0,01 kod 0,3
mg/mL i p<0,001 za koncentraciju 3 mg/mL. Ono $to treba zapaziti je da je najvecu inhibiciju dao
100% metanolni ekstrakt. Pri koncentracijama od 0,1 i 0,03 mg/mL inhibicija 100% metanolnog
ekstrakta je statisti¢ki znacajno veca nego kod 80% metalnolnog ekstrakta (p<0,05), kao i pri najvisoj
koncentraciji (84,02+5,49%) (p<0,001), pri kojoj je veca i u odnosu na onu kod vodenog ekstrakta
(97,61£2,71%) (p<0,01). Pri najvisoj koncentraciji u odnosu na 80% metanolni ekstrakt vece su
inhibicije i vodenog ekstrakta (p<0,01) i etarskog ulja (p<0,001).

U ispitivanoj grupi najbolji efekat je pokazao 100% metanolni ekstrakt koji je u
koncentraciji od 3 mg/mL snizio kontrakcije ileuma na 84,02+5,49% sa ECs0=10,76+0,07 mg/mL.
Najslabiji efekat je pokazao 80% metanolni ekstrakt koji je u koncentraciji od 3 mg/mL stimulisao
kontrakcije ileuma (Slika 5.3).
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Slika 5.3. Efekat ekstrakata i etarskog ulja lista moraca iz 2014. godine na spontane

kontrakcije ileuma
(*p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001)

5.1.2. Uticaj etarskog ulja i ekstrakata zrelog ploda moraa na spontane
kontrakcije ileuma pacova

5.1.2.1. Etarsko ulje i ekstrakti zrelog ploda moraca iz 2012. godine

Analizom varijanse (ANOVA) u okviru ispitivanih ekstrakata utvrdena je statisticki
znacajna zavisnost vrednosti inhibicije kod metanolnih 100% i 80% ekstrakata (p<0,001). Post Hoc
analizom u okviru ispitivaninh tipova ekstrakata, poredenjem razli¢itth koncentracija ponaosob
utvrdeno je da su kod oba tipa ekstrakata najvece inhibicije pri najve¢im koncentracijama, a znacajne
razlike u odnosu na nize koncentracije dobijene Post Hoc analizom. Iako ANOVA nije potvrdila
statisticku znacajnost i kod etarskog ulja, utvrdeno je da inhibicija raste sa porastom koncentracije.
Nasuprot tome, drugacija je situacija kod vodenog ekstrakta gde inhibicija opada sa porastom
koncentracije.
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Analizom varijanse u okviru odredenih koncentracija ispitivanih uzoraka utvrdena je statisticki
znacCajna razlika vrednosti inhibicije izmedu poredenih tipova ekstrakata samo pri maksimalnoj
koncentraciji od 3 mg/mL (p<0,01). Sledstvenom Post Hoc analizom pri maksimalnoj koncentraciji
je utvrdena statisticki znacajno veca inhibicija etarskog ulja (73,11+8,38%) u odnosu na vodeni
ekstrakt (p<0,05) koji je stimulisao spontane kontrakcije (109,88+9,23%).

U ispitivanoj grupi najbolji efekat je pokazalo etarsko ulje koje je u koncentraciji od 3
mg/mL snizilo kontrakcije ileuma na 73,11+8,38% sa ECs0=5,92+0,14 mg/mL. Najslabiji efekat je
pokazao vodeni ekstrakt koji je u koncentraciji od 3 mg/mL stimulisao kontrakcije ileuma (Slika
5.4).
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Slika 5.4. Efekat ekstrakata i etarskog ulja zrelog ploda moraca iz 2012. godine na

spontane kontrakcije ileuma pacova
(*p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001)

5.1.2.2. Etarsko ulje i ekstrakti zrelog ploda moraca iz 2013. godine

Kod svih primenjenih ekstrakata, inhibicija raste sa povecanjem njihove koncentracije, a

analizom varijanse utvrdena je statisticki znacajna zavisnost vrednosti inhibicije od koncentracije
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kod 100% metanolnog ekstrakta i etarskog ulja (p<0,001), kao i 80% metanolnog ekstrakta
(p<0,01).

Analizom varijanse u okviru odredenih koncentracija nisu utvrdene statisticki znacajne
razlike vrednosti inhibicije. Poredenjem tipova koncentracija ponaosob pri maksimalnoj
koncentraciji utvrdeno je da je inhibicija etarskog ulja statisticki znacajno veca (73,58+3,38%) u
odnosu na 100% metanolni ekstrakt (83,33+4,74%) (p<0,05), kao i na 80 % metanolni ekstrakt
(90,19+4,44%) (p<0,01).

U ispitivanoj grupi najbolji efekat je pokazalo etarsko ulje koje je u koncentraciji od 3
mg/mL snizilo kontrakcije ileuma na 73,58+3,38% sa ECs0=5,96+0,07 mg/mL. Najslabiji efekat
je pokazao 80% metanolni ekstrakt koji je u koncentraciji od 3 mg/mL inhibirao kontrakcije
ileuma na 90,19+4,44 % (Slika 5.5).
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Slika 5.5. Efekat ekstrakata i etarskog ulja zrelog ploda moraca iz 2013. godine na spontane
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5.1.2.3. Etarsko ulje i ekstrakti zrelog ploda moraca iz 2014. godine

Kod svih tipova ekstrakata inhibicija raste sa povecanjem njihove koncentracije.
Analizom varijanse utvrdena je statistiCki znacajna zavisnost vrednosti inhibicije od
koncentracije kod vodenih (p<0,01) i ekstrakata eteri¢nog ulja (p<0,001). Post Hoc analizom kod
etarskog ulja utvrdeno je da je inhibicija pri koncentracijama 1 i 3 mg/mL statisti¢ki znacajno
viSa u odnosu na koncentracije od 0,01, 0,03, 0,1 i 0,3 mg/mL (p<0,01). Inhibicija vodenog
ekstrakta koncentracije 3 mg/mL statisticki je znaCajno vec¢a no pri koncentracijama od 0,01
(p<0,01) i 0,03 (p<0,05).

Analizom varijanse je utvrdena statisticki znacajna razlika vrednosti inhibicije izmedu
tipova ekstrakata kod koncentracija 1 mg/mL (p<0,05) i 3 mg/mL (p<0,01). Kod maksimalne
koncentracije etarskog ulja inhibicija je statisticki znacajno veéa od 80% metanolnog ekstrakta i
vodenog ekstrakta (p<0,01). I pri koncentraciji 1 mg/mL inhibicija ekstrakta etarskog ulja je veca
u odnosu na vodeni ekstrakt (p<0,01).

U ispitivanoj grupi najbolji efekat je pokazalo etarsko ulje koje je u koncentraciji od 3
mg/mL snizilo kontrakcije ileuma na 79,63+5,13% sa ECs0=7,69+0,05 mg/mL. Najslabiji efekat
je pokazao vodeni ekstrakt koji je u koncentraciji od 3 mg/mL inhibirao kontrakcije ileuma na
94,49+4,80 % (Slika 5.6).
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Slika 5.6. Efekat ekstrakata i etarskog ulja zrelog ploda moraca iz 2014. godine na

spontane kontrakcije ileuma pacova
(*p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001)

5.1.3. Uticaj etarskog ulja i ekstrakata nedozrelog ploda mora¢a na spontane
kontrakcije ileuma pacova

5.1.3.1. Etarsko ulje i ekstrakti nedozrelog ploda moraca iz 2013. godine

Sa porastom koncentracije najve¢i porast inhibicije je kod etarskog ulja. U okviru
ispitivanih uzoraka utvrdena je statisti¢ki znacajna zavisnost vrednosti inhibicije od koncentracije
kod etarskog ulja (p<0,05), a Post Hoc analizom u kod etarskog ulja je utvrdeno da je pri
maksimalnoj koncentraciji (3 mg/mL) ostvarena statisticki znacajno veca inhibicija (63,06+9,08 %)
no pri koncentracijama od 0,01, 0,03 i 0,1 mg/mL (p<0,05).

Poredenjem inhibicija za fiksirane vrednosti koncentracije analizom varijanse je utvrdena
statisticki znacajna razlika vrednosti inhibicije izmedu poredenih tipova uzoraka pri koncentracijama
0,01, 0,03, 0,01 i 3 mg/mL (p<0,05). Post Hoc analizom pri koncentracijama 0,01, 0,03 i 3 mg/mL
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utvrdene su statisticki zna¢ajno vecée vrednosti inhibicije kod etarskog ulja no kod 80% metanolnog
ekstrakta (p<0,05), kao i pri maksimalnoj koncentraciji (96,55+2,79%) (p<0,01). Pri maksimalnoj
koncentraciji veéa je inhibicija etarskog ulja i u odnosu na vodeni ekstrakt koji je dao stimulaciju
(102,72+9,37) (p<0,01).

U ispitivanoj grupi najbolji efekat je pokazalo etarsko ulje koje je u koncentraciji od 3
mg/mL snizilo kontrakcije ileuma na 63,06£9,08% sa ECs0=4,19+0,04 mg/mL. Najslabiji efekat
je pokazao vodeni ekstrakt koji je u koncentraciji od 3 mg/mL stimulisao kontrakcije ileuma
(Slika 5.7).
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Slika 5.7. Efekat ekstrakata i etarskog ulja nedozrelog ploda moraca iz 2013. godine na

spontane kontrakcije ileuma pacova
(*p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001)

5.1.3.2. Etarsko ulje i ekstrakti nedozrelog ploda moraca iz 2014. godine

Kod svih tipova ekstrakata sa porastom koncentracije dolazi do povecanja inhibicije.
Analizom varijanse u okviru ispitivanih uzoraka utvrdena je statisticki znacajna zavisnost

vrednosti inhibicije od koncentracije ekstrakata kod 100% i 80% metanolnih ekstrakata (p<0,05),
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p<0,01 kod vodenih i p<0,001 kod etarskog ulja. Post Hoc analizom u okviru ispitivanih tipova
ekstrakata, poredenjem razliCitih koncentracija ponaosob utvrdeno je postojanje statisticki
znacajnih razlika koje su najprisutnije kod etarskog ulja.

lako analizom varijanse u okviru odredenih koncentracija ispitivanih ekstrakata nije
utvrdena statisticki znaCajna razlika vrednosti inhibicije izmedu poredenih tipova ekstrakata,
Post Hoc analiza je dokazala statistiCki znaCajnu razliku inhibicije izmedu etarskog ulja
(74,97£3,80%) i vodenog ekstrakta (90,99+4,73%) pri maksimalnoj koncentraciji (3 mg/mL)
(p<0,05).

U ispitivanoj grupi najbolji efekat je pokazalo etarsko ulje koje je u koncentraciji od 3
mg/mL snizilo kontrakcije ileuma na 74,97£3,80% sa ECs0=6,70+0,14 mg/mL. Najslabiji efekat
je pokazao vodeni ekstrakt koji je u koncentraciji od 3 mg/mL inhibirao kontrakcije ileuma na
90,99+4,73 %. (Slika 5.8).
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5.1.4. Uticaj ekstrakata stabljike mora¢a na spontane kontrakcije ileuma pacova

Ekstrakte stabla moraca imali smo samo u 2012. godini i to obe vrste metalnolnih i vodeni.

Kod sva tri tipa uzorka evidentan je porast inhibicije sa porastom koncentracije, ali ipak nema

statisticki znaCajne povezanosti. Ni za odredene koncentracije nisu utvrdene statisticki znacajne

razlike inhibicije izmedu tipova ekstrakata.

U ispitivanoj grupi najbolji efekat je pokazao vodeni ekstrakt koji je u koncentraciji od
3 mg/mL snizio kontrakcije ileuma na 81,00+9,59% sa ECs0=11,22+0,22 mg/mL. Najslabiji
efekat je pokazao 80% metanolni ekstrakt ekstrakt koji je u koncentraciji od 3 mg/mL inhibirao
kontrakcije ileuma na 84,40+8,43 %. (Slika 5.9).
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59



5.1.5. Uticaj etarskog ulja i ekstrakata lista mora¢a kontrakcije ileuma pacova
izazvane acetilholinom

5.1.5.1. Uticaj metanolnog ekstrakta lista moraca ekstrahovanog u apsolutnom
metanolu

Vrednosti inhibicije  ACh-om indukovanih Kkontrakcija ileuma pacova u svim
ispitivanim godinama su najvece kod primene ekstrakta u koncentraciji od 3 mg/mL (Slike 5.10,
5.111i5.12).

Najbrojnije i najvise statisti¢ki znacajne razlike su u slucaju uzoraka iz 2013. godine,
gde je inhibicija kontrakcija indukovanih ACh-om u prisustvu ekstrakta u koncentraciji od 3
mg/mL, znacajno veca sa maksimalnim nivoom znacajnosti (p<0,001) za sve koncentracije ACh,
a pri koncentracijama od 150, 500 i 1500 nM statisticki znaéajne razlike postoje i u odnosu

prisustvo ekstrakta u koncentraciji od 1 mg/mL (p<0,05).
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Slika 5.10. Inhibitorni uticaj metanolnog ekstrakta lista moraca ekstrahovanog u
apsolutnom metanolu iz 2012. godine (100 MLE 2012.) na acetilholinom indukovane
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Slika 5.11. Inhibitorni uticaj metanolnog ekstrakta lista moraca ekstrahovanog u
apsolutnom metanolu iz 2013. godine (100 MLE 2013.) na acetilholinom indukovane
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Slika 5.12. Inhibitorni uticaj metanolnog ekstrakta lista moraca ekstrahovanog u

apsolutnom metanolu iz 2014. godine (100 MLE 2014.) na acetilholinom indukovane

kontrakcije ileuma pacova

*-p<0,05, **-p<0,01 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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5.1.5.2. Uticaj metanolnog ekstrakta lista moraca ekstrahovanog u 80% metanolu

U slucaju uzoraka kod kojih su primenjivani i 80% metanolni ekstrakti vrednosti inhibicije
su najvecée kod primene 3 mg/mL ekstrakta (Slike 5.13, 5.14 i 5.15).

Najbrojnije 1 najvise statisticki znacajne razlike su u slucaju uzoraka iz 2014. godine, ali je
veliki broj statistickih razlika i u 2013. godini, s tim da su nivoi znacajnosti nizi no u 2014. godini.

U 2014. godini su ostvarene statisti¢ki znacajne razlike u inhibiciji kontrakcija indukovanih
ACh-om u prisustvu ekstrakta u koncentraciji od 3 mg/mL u odnosu na prisustvo ekstrakta u
koncentraciji od 1 mg/mL za sve koncentracije ACh izuzev za koncentraciju od 500 nM.
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Slika 5.13. Inhibitorni uticaj metanolnog ekstrakta lista moraca ekstrahovanog u 80%
metanolu iz 2012. godine (80 MLE 2012.) na acetilholinom indukovane

kontrakcije ileuma pacova
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Slika 5.14. Inhibitorni uticaj metanolnog ekstrakta lista moraca ekstrahovanog u 80%
metanolu iz 2013. godine (80 MLE 2013.) na acetilholinom indukovane

kontrakcije ileuma pacova

*-p<0,05, **-p<0,01 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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Slika 5.15 Inhibitorni uticaj metanolnog ekstrakta lista moraca ekstrahovanog u 80%
metanolu iz 2014. godine (80 MLE 2014.) na acetilholinom indukovane

kontrakcije ileuma pacova

*-p<0,05, **-p<0,01, p<0,001 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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5.1.5.3. Uticaj vodenog ekstrakta lista moraca

Stepen inhibicije ACh indukovanih kontrakcija ileuma pacova u svim ispitivanim godinama
je najveci kod primene 3 mg/mL ekstrakta (Slike 5.16, 5.17 i 5.18).

Najbrojnije i najvise statisticki znacajne razlike su u slucaju uzoraka iz 2014. godine.
Inhibicija kontrakcija indukovanih ACh-om u prisustvu ekstrakta u koncentraciji od 3 mg/mL, ali i

ekstrakta u koncentraciji od 1 mg/mL statisticki je znacajno veéa odnosu na kontrolu za gotovo sve

koncentracije ACh.
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Slika 5.16. Inhibitorni uticaj vodenog ekstrakta lista moraca iz 2012. godine

(H20L 2012.) na acetilholinom indukovane kontrakcije ileuma pacova

*-p<0,01 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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Slika 5.17. Inhibitorni uticaj vodenog ekstrakta lista moraca iz 2013. godine

(H20L 2013.) na acetilholinom indukovane kontrakcije ileuma pacova

*-p<0,05, **-p<0,01 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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Slika 5.18. Inhibitorni uticaj vodenog ekstrakta lista moraca iz 2014. godine

(H20L 2014.) na acetilholinom indukovane kontrakcije ileuma pacova
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5.1.5.4. Uticaj etarskog ulja lista moraca

Stepen inhibicije ACh indukovanih kontrakcija ileuma pacova u svim ispitivanim
godinama je najvec¢i kod primene 3 mg/mL ekstrakta (Slike 5.19, 5.20 i 5.21).

Najbrojnije i najvise statisticki znacajne razlike su u slucaju uzoraka iz 2013. godine.
Inhibicija kontrakcija stimulisaninh ACh-om u prisustvu ekstrakta u koncentraciji od 3 mg/mL, ali
i ekstrakta u koncentraciji od 1 mg/mL statisticki je zanacajno vec¢a u odnosu na kontrolu za

gotovo sve koncentracije Ach, izuzev za koncentraciju od 1500 nM.
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Slika 5.19. Inhibitorni uticaj etarskog ulja lista moraca iz 2012. godine (EUL 2012.) na

acetilholinom indukovane kontrakcije ileuma pacova
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Slika 5.20. Inhibitorni uticaj etarskog ulja lista moraca iz 2013. godine (EUL 2013.) na

acetilholinom indukovane kontrakcije ileuma pacova
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*-p<0,05, **-p<0,01, ***-p<0,001 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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Slika 5.21. Inhibitorni uticaj etarskog ulja lista moraca iz 2014. godine (EUL 2014.) na

acetilholinom indukovane kontrakcije ileuma pacova

*-p<0,05 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)

67



U naredne Cetiri tabele date su srednje vrednosti % kontrakcija ileuma pacova stimulisanih

ACh-om u prisustvu etarskog ulja i ekstrakata lista moraca (100 % metanolni, 80 % metanolni i

vodeni) iz 2012, 2013. i 2014. godine u koncentraciji od 1 mg/mL i 3 mg/mL u odnosu na kontrolu,

za razliCite koncentracije ACh, kao i rezultati poredenja izmedu godina u kojima su pripremani

uzorci.

Tabela 5.1. Srednje vrednosti % kontrakcija ileuma pacova indukovanih ACh-om u prisustvu 100 %

metanolnog ekstrakta lista moraca iz 2012, 2013. i 2014. godine u koncentraciji od 1 mg/mL i 3

mg/mL- rezultati analize izmedu godina

Konc. ACh 1 mg/mL ekstrakta 3 mg/mL ekstrakta
(nM) 2012. 2013. 2014. 2012. 2013. 2014, 2012. 2013. 2014.
5 58,13 52,13 53,18 50,12  40,17%" 49,16 47,13 37,14 45,20
15 67,14 73,14 74,03 60,17 63,022 65,88 54,14 5186 60,54
50 88,13 8505 86,17 80,67 67,62 72,90 7401 5422 67,02
150 99,11 86,80 9454 86,15 72,82%" 77,90 74,32 56,11 69,38
500 99,51 92,04 98,47 86,73 76,96 80,40 74,49 58,75 70,90
1500 100,00 100,00 100,00 87,15 8221 81,83 75,48 61,38 71,40

a—vs 2012, b —vs 2013, ¢ —vs 2014.
"~ p<0,05, ™ - p<0,01

Tabela 5.2. Srednje vrednosti % kontrakcija ileuma pacova indukovanih ACh-om u prisustvu 80 %

metanolnog ekstrakta lista moraca iz 2012, 2013. i 2014. godine u koncentraciji od 1 mg/mL i 3

mg/mL- rezultati analize izmedu godina

Konc. ACh 1 mg/mL ekstrakta 3 mg/mL ekstrakta
(nM) 2012. 2013. 2014. 2012. 2013. 2014. 2012. 2013. 2014.
) 54,32 59,24 57,75 50,32  49,46%" 48,50 47,44 34,15 43,97
15 73,46 79,17 75,75 70,46 54,37 70,59 63,63 36,47 59,76
50 80,21 91,30 86,29 7577 58,40 7595 68,70 39,40 64,30
150 95,75 97,26 9742 8295 61,42 8515 75,87 40,39 66,26
500 96,21 99,74 9982 83,67 6550 86,35 76,61 4241 68,56
1500 100,00 100,00 100,00 86,06 73,28 90,23 78,40 53,08 70,85

a-vs 2012, c—vs 2014.
¥~ p<0,05, ™ - p<0,01
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Iz prethodne dve tabele evidentno je da je najveca inhibicija kontrakcija indukovanih ACh,
za sve koncentracije ACh, ostvarena u 2013. godini, sa statisti¢ki zna¢ajnim razlikama koje su date u

tabelama.

Tabela 5.3. Srednje vrednosti % kontrakcija ileuma pacova indukovanin ACh-om u prisustvu
vodenog ekstrakta lista moraca iz 2012, 2013. i 2014. godine u koncentraciji od 1 mg/mL i 3

mg/mL- rezultati analize izmedu godina

Konc. ACh 1 mg/mL ekstrakta 3 mg/mL ekstrakta

(nM) 2012. 2013. 2014. 2012. 2013. 2014. 2012 2013.  2014.

5 42,96°™ 54,91 60,06 38,01° 50,91 52,43 37,42 47,99 49,09
15 47,660 72,97 88,06 42,52°" 66,42 7548 38,39 60,89 69,78
50 55,20 0" 84,74 95,07 47,80 72,15 77,93 41,42 67,62 7321
150 71,49¢" 89,43 96,43 52,38°"c" 78,88 81,23  51,55"""¢" 72,23 76,31
500 80,62°" 93,76 98,56 66,55 86,53 83,38 62,33 75,30 78,06
1500 100,00 100,00 100,00 82,05 91,82 8504 86,22 82,52 78,96

b -vs2013,¢c-vs 2014
*— p<0,05, ™ - p<0,01, ™ - p<0,001

Na osnovu podataka u prethodnoj tabeli uocava se da je najveca inhibicija kontrakcija indukovanih
ACh, ostvarena u 2012. godini i, u dominantnom broju slucajeva, statisticki je zna¢ajno veéa no u

2013., kao i 2014. godini sa nivoima znacajnosti datim u tabeli.

Tabela 5.4. Srednje vrednosti % kontrakcija ileuma pacova indukovanih ACh-om u prisustvu
etarskog ulja lista moraca iz 2012, 2013. i 2014. godine u koncentraciji od 1 mg/mL i 3 mg/mL-

rezultati analize izmedu godina

Konc. ACh 1 mg/mL ekstrakta 3 mg/mL ekstrakta
(nM)

2012. 2013. 2014. 2012. 2013. 2014. 2012. 2013. 2014.

5 51,98 51,29 51,74 46,28 34,462 48,32 40,03 30,422 43,82
15 67,57 73,78 7496 57,89 45502 68,46 53,72 32,002 56,92
50 74,78 80,99 88,95 70,93 46,7127 7253 66,25 32,658 57,13
150 84,71 85,08 9561 78,87 49,17* 73,02 68,51 34,708 57,75
500 90,74 92,31 98,71 80,04 57,20 74,14 74,58 38,54 58,43
1500 100,00 100,00 100,00 82,97 63,37 75,09 78,25 48,23 59,16

a—vs 201s, ¢ — vs 2014.
*— p<0,05, ™ - p<0,01
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Iz prethodne tabele evidentno je da je najveca inhibicija kontrakcija indukovanih ACh, za
sve koncentracije ACh, ostvarena u 2013. godini, uz statisti¢ki znacajne razlike koje su posebno

izrazene pri nizim koncentracijama ACh.
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U Tabeli 5.5. date su srednje vrednosti % kontrakcija ileuma pacova indukovanih ACh-
om u prisustvu ekstrakata i1 etarskog ulja lista moraca u trogodiSnjem periodu ispitivanja.
Evidentno je da su najvece vrednosti inhibicije kontrakcija indukovanih ACh-om ostvarene u
prisustvu etarskog ulja, gde je u njegovoj koncentraciji od 0,3 mL inhibicija znac¢ajno veca no pri
istoj koncentraciji vodenog ekstrakta, p<0,05 za koncentracije ACh od 50 i 150 nM, tj. p<0,01 za
koncentraciju ACh od 500 nM.
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Tabela 5.5. Srednje vrednosti % kontrakcija ileuma pacova indukovanih ACh-om u prisustvu

ekstrakata i etarskog ulja lista moraca u trogodi$njem periodu ispitivanja

Metanolni ekstrakt lista moraca ekstrahovan u apsolutnom metanolu u trogodi$njem periodu ispitivanja

g‘l’\%emra"”a ACh ACh+0,1mL ACh+0,3mL
5 54,98+ 3,20 46,48+ 5,49 43,16+ 5,30
15 71,44+ 3,06 63,09+ 2,86 55,51+ 5,50
50 86,45+ 1,56 73,73+ 6,56 59,79+ 5,80
150 90,50+ 6,22 75,95+ 5,50 61,55+ 6,44
500 94,75+ 6,93 79,18+ 8,37 63,60+ 6,90
1500 100,00+ 0,00 82,76+ 9,04 65,54+ 7,06
Metanolni ekstrakt lista mora¢a ekstrahovan u 80% metanolu u trogodi$njem periodu ispitivanja
Koncentracija ACh ACh+0,1mL ACh+0,3mL
(nM) ,AMm ,om
5 57,10+ 2,52 49,43+ 0,91 41,85+ 6,90
15 76,13+ 2,87 65,14+ 9,33 53,29+ 14,69
50 85,93+ 5,55 70,04+ 10,08 57,46+ 15,80
150 93,10+ 5,94 77,74+ 9,77 61,61+ 13,91
500 98,90+ 2,44 79,63+ 9,10 63,39+ 12,97
1500 100,00+ 0,00 84,20+ 8,29 67,93+ 13,67
Vodeni ekstrakt lista morac¢a u trogodi§njem periodu ispitivanja
g?\ﬂgen"ac”a ACh ACh+0,1mL ACh+0,3mL
5 52,64+ 8,77 47,12+ 7,92 44,83+ 6,44
15 69,56+ 16,41 61,47+ 15,75 56,35+ 16,17
50 78,34+ 16,46 69,95+ 14,42 64,90+ 16,69
150 89,34+ 11,04 74,29+ 13,74 69,90+ 12,80
500 93,53+ 7,59 80,34+ 9,39 73,95+ 10,00
1500 100,00+ 0,00 85,88+ 7,49 81,37+ 7,69
Etarsko ulje lista moraca u trogodi$njem periodu ispitivanja
g‘l’a‘)’emra"”a ACh ACh+0,1mL ACh+0,3mL
5 51,67+ 0,35 43,02+ 7,48 38,09+ 6,91
15 72,10+ 3,97 57,28+ 11,49 47,05+ 13,56
50 81,58+ 7,11 63,39+ 14,47 47,77+ 17,42
150 87,30+ 12,35 65,82+ 17,82 48,92+ 17,25
500 93,21+ 8,85 69,72+ 17,43 52,52+ 18,34
1500 100,00+ 0,00 73,55+ 19,05 58,47+ 17,95

Vrednosti u tabeli su prikazane kao X + SD (Me)
b_ vs metanolni 80% ekstrakt,®— vs vodeni ekstrakt

*— p<0,05, ™ - p<0,01 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka, Man-Vitnijev test)
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5.1.6. Uticaj etarskog ulja i ekstrakata zrelog ploda moraé¢a na kontrakcije ileuma
pacova izazvane acetilholinom

5.1.6.1. Uticaj metanolnog ekstrakta zrelog ploda moraca ekstrahovanog u

apsolutnom metanolu

Stepen inhibicije ACh indukovanih kontrakcija ileuma pacova u svim ispitivanim godinama
je najveci kod primene 3 mg/mL ekstrakta (Slike 5.22, 5.23 i 5.24).

Najbrojnije i najvise statisticki znacajne razlike su u slucaju uzoraka iz 2013. godine.
Inhibicija kontrakcija indukovanih ACh-om u prisustvu ekstrakta u koncentraciji od 3 mg/mL, ali i
ekstrakta u koncentraciji od 1 mg/mL statisticki je zanac¢ajno manja u odnosu na kontrolu za gotovo

sve koncentracije ACh (p<0,05, p<0,001).
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Slika 5.22. Inhibitorni metanolnog ekstrakta zrelog ploda moraca ekstrahovanog u
apsolutnom metanolu iz 2012. godine (100 MEZP 2012.) na acetilholinom

indukovane kontrakcije ileuma pacova

*-p<0,05, **-p<0,01 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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Slika 5.23. Inhibitorni metanolnog ekstrakta zrelog ploda moraca ekstrahovanog u
apsolutnom metanolu iz 2013. godine (100 MEZP 2013.) na acetilholinom

indukovane kontrakcije ileuma pacova

*-p<0,05,***-p<0,001 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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Slika 5.24. Inhibitorni metanolnog ekstrakta zrelog ploda moraca ekstrahovanog u
apsolutnom metanolu iz 2014. godine (100 MEZP 2014.) na acetilholinom

indukovane kontrakcije ileuma pacova

*-p<0,05,**-p<0,01 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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5.1.6.2. Uticaj metanolnog ekstrakta zrelog ploda moraca ekstrahovanog u 80%

metanolu

Stepen inhibicije ACh indukovanih kontrakcija ileuma pacova u svim ispitivanim godinama
je najveci kod primene 3 mg/mL ekstrakta (Slike 5.25, 5.26 i 5.27).

Najbrojnije i najviSe statisticki znacajne razlike su u slucaju uzoraka iz 2013. godine.
Postoje 1 statistiCki znaCajne razlike izmedu inhibicija kontrakcija u prisustvu ekstrakta u
koncentraciji od 1 mg/mL i 3 mg/mL.
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Slika 5.25. Inhibitorni uticaj metanolnog ekstrakta zrelog ploda moraca ekstrahovanog
u 80% metanolu iz 2012. godine (80 MEZP 2012.) na acetilholinom

indukovane kontrakcije ileuma pacova

*-p<0,05, **-p<0,01 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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Slika 5.26. Inhibitorni uticaj metanolnog ekstrakta zrelog ploda moraca ekstrahovanog
u 80% metanolu iz 2013. godine (80 MEZP 2013.) na acetilholinom

indukovane kontrakcije ileuma pacova

**.p<0,01,***-p<0,001 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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Slika 5.27. Inhibitorni uticaj metanolnog ekstrakta zrelog ploda moraca ekstrahovanog
u 80% metanolu iz 2014. godine (80 MEZP 2014.) na acetilholinom

indukovane kontrakcije ileuma pacova

*-p<0,05,**-p<0,01 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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5.1.6.3.Uticaj vodenog ekstrakta zrelog ploda moraca

Stepen inhibicije ACh indukovanih kontrakcija ileuma pacova u svim ispitivanim godinama
je najveci kod primene 3 mg/mL ekstrakta (Slike 5.28, 5.29 i 5.30).
Najbrojnije i najvise statisticki znacajne razlike su u slucaju uzoraka iz 2013. godine i

prisutne su pri svim koncentracijama ACh.
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Slika 5.28. Inhibitorni uticaj vodenog ekstrakta zrelog ploda moraca iz 2012. godine

(H20ZP 2012.) na acetilholinom indukovane kontrakcije ileuma pacova
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Slika 5.29. Inhibitorni uticaj vodenog ekstrakta zrelog ploda moraca iz 2013. godine

(H20ZP 2013.) na acetilholinom indukovane kontrakcije ileuma pacova

**.p<0,01,***-p<0,001 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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Slika 5.30. Inhibitorni uticaj vodenog ekstrakta zrelog ploda moraca iz 2014. godine

(H20ZP 2014.) na acetilholinom indukovane kontrakcije ileuma pacova

*-p<0,05,**-p<0,01 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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5.1.6.4. Uticaj etarskog ulja zrelog ploda moraca

Stepen inhibicije ACh indukovanih kontrakcija ileuma pacova u svim ispitivanim godinama
je najveci kod primene 3 mg/mL ekstrakta (Slike 5.31, 5.32 1 5.33).

Najbrojnije i najviSe statisticki znacajne razlike su u slucaju uzoraka iz 2012. godine.
Inhibicija kontrakcija stimulisanih ACh-om u prisustvu etarskog ulja u koncentraciji od 1 mg/mL i 3

mg/mL, statisticki je zanacajno veca u odnosu na kontrolu za gotovo sve koncentracije ACh (p<0,05,
p<0,001).
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Slika 5.31. Inhibitorni uticaj etarskog ulja zrelog ploda moraca iz 2012. godine

(EUZP 2012.) na acetilholinom indukovane kontrakcije ileuma pacova

*-p<0,05, **-p<0,01,***-p<0,001 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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Slika 5.32. Inhibitorni uticaj etarskog ulja zrelog ploda moraca iz 2013. godine
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(EUZP 2013.) na acetilholinom indukovane kontrakcije ileuma pacova

**.p<0,01,***-p<0,001 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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Slika 5.33. Inhibitorni uticaj etarskog ulja zrelog ploda moraca iz 2014. godine

(EUZP 2014.) na acetilholinom indukovane kontrakcije ileuma pacova

*-p<0,05,**-p<0,01 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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U naredne Cetiri tabele date su srednje vrednosti % kontrakcija ileuma pacova stimulisanih
ACh-om u prisustvu etarskog ulja i ekstrakata zrelog ploda moraca iz 2012, 2013. i 2014. godine u
koncentraciji od 1 mg/mL i 3 mg/mL u odnosu na kontrolu, za razli¢ite koncentracije ACh, kao i

rezultati poredenja izmedu godina u kojima su pripremani uzorci.

Tabela 5.6. Srednje vrednosti % kontrakcija ileuma pacova indukovanih ACh-om u prisustvu
metanolnog ekstrakta zrelog ploda moraca ekstrahovanog u apsoluthom metanolu iz 2012, 2013. i

2014. godine u koncentraciji od 1 mg/mL i 3 mg/mL- rezultati analize izmedu godina

Konc. ACh 1 mg/mL ekstrakta 3 mg/mL ekstrakta
(nM) 2012.  2013. 2014. 2012. 2013. 2014. 2012. 2013. 2014,
5 57,37 56,79 53,37 46,76 53,74  49,93% 72,33 38,02%" 43,56
15 78,02 8181 77,61 69,10 76,31 67,85 73,89 49,16 60,69
50 90,20° 96,27 88,51 80,70 78,69 79,45 7459 49,78 67,41

150 91,12 97,66 91,79 90,99 79,94 8127 7565 50,813 67,97
500 97,22 98,34 95,47 91,12 81,88 84,62 78,13 51,32%" 69,54

1500 100,00 100,00 100,00 91,94 83,65 88,10 79,09 52,623 70,66
a—vs 2012
¥~ p<0,05, ™ — p<0,01 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)

Na osnovu podataka u prethodnoj tabeli uocava se da je najvecéa inhibicija kontrakcija indukovanih
ACh, ostvarena u 2013. godine i u dominantnom broju slucajeva statisticki je zna¢ajno veéa no u

2012. godini sa nivoima znacajnosti datim u tabeli.

Tabela 5.7. Srednje vrednosti % kontrakcija ileuma pacova indukovanih ACh-om u prisustvu 80 %
metanolnog ekstrakta zrelog ploda moraca iz 2012, 2013. i 2014. godine u koncentraciji od 1 mg/mL

i 3 mg/mL- rezultati analize izmedu godina

Konc. ACh 1 mg/mL ekstrakta 3 mg/mL ekstrakta
(nM) 2012. 2013. 2014. 2012. 2013. 2014. 2012. 2013. 2014,
5 59,16 55,92 58,81 50,30 4561 51,84 48,72 40,5327 48,10
15 79,72 75,73 79,02 70,82 70,61 70,57 66,96 49,753 ¢ 68,44
50 90,52 91,56 86,56°" 80,81 74,75 81,22 78,35 50,252 78,01

150 96,30 97,31 93,07°* 81,34 7648 8822 77,33 51,46 81,24
500 99,09 99,10 96,55*"P 82,89 78,13 90,30 77,90 52,233"¢™ 82,29

1500 100,00 100,00 100,00 8556 82,00 92,10 81,85 54,0327 84,79
a—vs 2012, b —vs 2013, ¢ — vs 2014
¥~ p<0,05, ™ - p<0,01, ™ — p<0,001 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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Na osnovu podataka u prethodnoj tabeli uocava se da je najveca inhibicija kontrakcija
indukovanih ACh, ostvarena u 2013. godini za veéinu koncentracija ACh. Inhibicija u prisustvu
ekstrakta u koncentraciji od 3 mg/mL statisticki je znacajno veca u 2013. godini i u odnosu na

inhibicije u 2012. i 2014. godini sa visokim nivoima statisticke znacajnosti datim u tabeli.

Tabela 5.8. Srednje vrednosti % kontrakcija ileuma pacova indukovanih ACh-om u prisustvu
vodenog ekstrakta zrelog ploda moraca iz 2012, 2013. i 2014. godine u koncentraciji od 1 mg/mL i 3

mg/mL- rezultati analize izmedu godina

Konc. ACh 1 mg/mL ekstrakta 3 mg/mL ekstrakta
(nM) 2012. 2013. 2014. 2012. 2013. 2014. 2012. 2013. 2014,
5 57,20 50,96 54,47 59,40 44,40 50,72 51,39 43,31 49,39
15 67,27°"" 68,82 76,24 64,15 61,71 67,44 62,46 57,94 63,52
50 75,48¢" 83,58 86,91 75,97 75,02¢* 78,65 71,11 62,63 74,61
150 81,74¢" 9492 98,19 77,84 7796 89,44 7454 64,85 75,92
500 90,84 97,56 98,88 84,49 78,63 89,81 78,78 65,96 76,20

1500 100,00 100,00 100,00 97,20 81,358 90,64 91,47 67,53 77,03
a—-vs2012,c—-vs 2014
*—p<0,05, ™ - p<0,01, (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)

Na osnovu podataka u prethodnoj tabeli uocava se da je najveca inhibicija kontrakcija

indukovanih ACh, ostvarena u 2013. godini za skoro sve koncentracije ACh.

Tabela 5.9. Srednje vrednosti % kontrakcija ileuma pacova indukovanih ACh-om u prisustvu
etarskog ulja zrelog ploda moraca iz 2012, 2013. i 2014. godine u koncentraciji od 1 mg/mL i 3

mg/mL- rezultati analize izmedu godina

ACh 1 mg/mL 3 mg/mL
Konc. ekstrakta ekstrakta
(nM) 2012. 2013. 2014. 2012. 2013. 2014. 2012. 2013. 2014.
5 51,80 55,95¢* 57,67  25,730"¢™ 50,13 47,57 14,620™c™" 4824 4550
15 76,38 77,02 7293 26,5397 70,63 66,15 15,63 59,02 73,19
50 85,56 84,15 84,13 28,70b™c™™ 7493 79,49 19590 6820 73,68

150 94,46 95,79 95,78 30,127 75,84 80,61 21,38""""" 62,46 74,36
500 95,42 97,00 96,81 33,67P7C™ 77,47 80,95 25,13 6546 75,58

1500 100,00 100,00 100,00 38,57°"™" 80,00 81,91 26,61°"" 66,37 75,56
b —vs 2013, ¢ —vs 2014
*— p<0,05, ™ - p<0,01, ™ — p<0,001 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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Na osnhovu podataka u prethodnoj tabeli uofava se da je najveca inhibicija kontrakcija
indukovanih ACh, ostvarena u 2012. godini za skoro sve koncentracije ACh sa visokim nivoima
statisticke znacajnosti za sve koncentracije ACh u odnosu na 2014. (p<0,001), kao i u odnosu na
2013. godinu (p<0,01).

U Tabeli 5.10. date su srednje vrednosti % kontrakcija ileuma pacova indukovanih ACh-om

u prisustvu ekstrakata i etarskog ulja zrelog ploda moraca u trogodisnjem periodu ispitivanja.

Najveca inhibicija ostvarena je u prisustvu uzoraka u koncentraciji od 0,1 i 0,3 mg/mL (p<0,05).
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Tabela 5.10. Srednje vrednosti % kontrakcija ileuma pacova indukovanih ACh-om u prisustvu

ekstrakata i etarskog ulja zrelog ploda moraca u trogodi$njem periodu ispitivanja

Metanolni ekstrakt zrelog ploda moraca ekstrahovan u apsolutnom

metanolu u trogodi$njem periodu ispitivanja

EOM”;“*””&C'J& ACh ACh+0,1 mL ACh+0.3 mL
5 55 84+ 2.16 50,14+ 3,49 41,30+ 2,01
15 7915+ 2.32 71,09+ 457 57.91+ 7.74
50 9147+ 7.58 7961+ 1,02 63.13+ 8,30
150 93,60+ 6,66 82.99+ 0 18 63.96+ 8.94
500 96,81+ 3,92 85,15+ 8.46 6537+ 953
1500 100,00+ 0,00 87 47+ 7.43 66,52+ 9 49

Metanolni ekstrakt zrelog ploda moraca ekstrahovan u 80% metanolu u
trogodiSnjem periodu ispitivanja

g‘?\%’e”“ac”a ACh ACh+0,1 mL ACh+0,3 mL
5 57,96+ 1,78 49,25+ 3,25 45,78+ 4,56
15 78,16+ 2,13 70,67+ 0,13 61,72+ 8,39
50 89,11+ 4,73% 78,97+ 6,22 70,56+ 9,89
150 95,20+ 2,86 82,78+ 8,10 71,70+ 8,06
500 97,96+ 1,49 84,60+ 9,13 72,50+ 8,01
1500 100,00+ 0,00 87,28+ 8,67 75,33+ 9,15
Vodeni ekstrakt zrelog ploda moraca u trogodiSnjem periodu
ispitivanja
g",&;emrac“a ACh ACh+0,1 mL ACh+0,3 mL
5 54,21+ 3,13 49,51+ 4,62 48,03+ 4,21
15 70,78+ 4,79 64,43+ 2,88 61,97+ 3,53
50 81,99+ 5,88 75,88+ 2,46 69,45+ 6,16
150 93,59+ 8,92 82,53+ 8,44 71,21+ 6,03
500 96,74+ 4,39 84,28+ 9,63 72,62+ 8,98
1500 100,00+ 0,00 88,24+ 8,42 76,12+ 9,36
Etarsko ulje zrelog ploda moraca u trogodi$njem
periodu ispitivanja
EOM”?””""C”"" ACh ACh+0,1 mL ACh+0,3 mL
5 55,14+ 3,02 41,14+ 13,41 36,12+ 18,67
15 75,41+ 2,26 54,44+ 14,27 55,55+ 12,92
50 84,61+ 0,82 66,37+ 13,72 59,51+ 12,78
150 95,41+ 2,96 67,49+ 13,41 58,47+ 14,31
500 96,47+ 2,69 68,97+ 12,52 60,82+ 10,60
1500 100,00+ 0,00 71,32+ 11,542 61,44+ 12,94

Vrednosti u tabeli su prikazane kao X + SD (Me)
a_ ys metanolni 100% ekstrakt, ° — vs metanolni 80% ekstrakt, ¢— vs vodeni ekstrakt, ¢ — vs ekstrakt etarskog ulja
* — p<0,05 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka, Man-Vitnijev test)
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5.1.7. Uticaj etarskog ulja i ekstrakata nedozrelog ploda mora¢a na kontrakcije
ileuma pacova izazvane acetilholinom

5.1.7.1. Uticaj metanolnog ekstrakta nedozrelog ploda moraca ekstrahovanog u

apsolutnom metanolu

Stepen inhibicije ACh indukovanih kontrakcija ileuma pacova u svim ispitivanim uzorcima
je najveci kod primene 3 mg/mL ekstrakta. (Slike 5.34 i 5.35). Pokazano je da postoje statisticki
znacajne razlike u inhibiciji kontrakcija stimulisanin ACh-om u prisusutvu ekstrakta u koncentraciji

1 mg/mL, kao i u prisustvu ekstrakta u koncentraciji 3 mg/mL.
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S 40 | —#—Kontrolnaserija
20 - —®— 100 MENP 2013. (1 mg/ml)
100 MENP 2013. (3 mg/ml)
0]
5 15 50 150 500 1500

Koncentracija (nM)

Slika 5.34. Inhibitorni uticaj metanolnog ekstrakta nedozrelog ploda moraca
ekstrahovanog u apsolutnom metanolu iz 2013. godine (100 MENP 2013.) na acetilholinom

indukovane kontrakcije ileuma pacova
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Slika 5.35. Inhibitorni uticaj metanolnog ekstrakta nedozrelog ploda moraca
ekstrahovanog u apsolutnom metanolu iz 2014. godine (100 MENP 2014.) na acetilholinom

indukovane kontrakcije ileuma pacova

*-p<0,05,**-p<0,01 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)

5.1.7.2. Uticaj metanolnog ekstrakta nedozrelog ploda moraca ekstrahovanog u

80% metanolu

Na osnovu podataka iz 2013. i 2014. godine evidentno je da u prisustvu ekstrakta u
koncentraciji 1 mg/mL, a pogotovo u koncentraciji 3 mg/mL dolazi do znacajne inhibicije

kontrakcija stimulisanih ACh-om sa statisti¢kom znacajnos¢u u uzorcima iz 2014. godine (Slike
5.36 i 5.37).
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Slika 5.36. Inhibitorni uticaj metanolnog ekstrakta nedozrelog ploda moraca
ekstrahovanog u 80% metanolu iz 2013. godine (80 MENP 2013.) na acetilholinom
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Slika 5.37. Inhibitorni uticaj metanolnog ekstrakta nedozrelog ploda moraca
ekstrahovanog u 80% metanolu iz 2014. godine (80 MENP 2014.) na acetilholinom

indukovane kontrakcije ileuma pacova

*-p<0,05,**-p<0,01 (Studentov t-test nezavisnih uzorak)
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5.1.7.3. Uticaj vodenog ekstrakta nedozrelog ploda moraca

Dodavanje ekstrakata u koncentraciji od 1 mg/mL i 3 mg/mL, dovodi do statisticki znacajne
inhibicije kontrakcija stimulisanih ACh-om u 2014. godini (p<0,05) (Slike 5.38 i 5.39).
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Slika 5.38. Inhibitorni uticaj vodenog ekstrakta nedozrelog ploda moraca iz 2013.

godine (H2ONP 2013.) na acetilholinom indukovane kontrakcije ileuma pacova
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Slika 5.39. Inhibitorni uticaj vodenog ekstrakta nedozrelog ploda moraca iz 2014.

godine (H2ONP 2014.) na acetilholinom indukovane kontrakcije ileuma pacova

*-p<0,05 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)

5.1.7.4. Uticaj etarskog ulja nedozrelog ploda moraca

Najveca inhibicija kontrakcija stimulisanin ACh-om je u prisustvu etarskog ulja u
koncentraciji od 3 mg/mL (Slike 5.40 i 5.41). Statisticki znacajne inhibicije u prisustvu 1 mg/mL
i 3 mg/mL etarskog ulja u odnosu na ACh prisutne su i 2013. i 2014. godine, ali su brojnije i

veéeg nivoa statisticke znacajnosti 2013. godine i to za sve koncentracije ACh.
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Slika 5.40. Inhibitorni uticaj etarskog ulja nedozrelog ploda moraca iz 2013. godine

(EUNP 2013.) na acetilholinom indukovane kontrakcije ileuma pacova

*-p<0,05, **-p<0,01, ***-p<0,001 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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Slika 5.41. Inhibitorni uticaj etarskog ulja nedozrelog ploda moraca iz 2014. godine

(EUNP 2014.) na acetilholinom indukovane kontrakcije ileuma pacova

*-p<0,05, **-p<0,01, (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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U naredne Cetiri tabele date su srednje vrednosti % kontrakcija ileuma pacova stimulisanih
ACh-om u prisustvu etarskog ulja i ekstrakata nedozrelog ploda moraca (100 % metanolni, 80 %
metanolni i vodeni) iz 2013. i 2014. godine u koncentraciji od 1 mg/mL i 3 mg/mL u odnosu na
kontrolu, za razli¢ite koncentracije ACh, kao i rezultati poredenja izmedu godina u kojima su

pripremani uzorci.

Tabela 5.11. Srednje vrednosti % kontrakcija ileuma pacova indukovanih ACh-om u prisustvu 100
% metanolnog ekstrakta nedozrelog ploda moraca iz 2013. i 2014. godine u koncentraciji od 1

mg/mL i 3 mg/mL- rezultati analize izmedu godina

Konc. ACh 1 mg/mL ekstrakta 3 mg/mL ekstrakta
(nM) 2013. 2014, 2013. 2014, 2013. 2014.
5 54,38 55,02 47,47 61,55 43,72 42,61
15 73,95 78,02 68,21 69,70 61,80 48,58
50 86,57 85,80 70,53 75,50 68,02 54,10
150 97,52 95,01 90,29 78,57 77,43 56,00
500 99,3 95,44 90,48 80,33 79,45 58,74
1500 100 100,00 91,27 83,87 80,14 65,05

Srednja vrednosti inhibicije kontrakcija stimulisanin ACh-om u prisustvu 1 mg/mL i 3

mg/mL 100% metanolnog ekstrakta nedozrelog ploda moraca veca je 2014. no 2013. godine.

Tabela 5.12. Srednje vrednosti % kontrakcija ileuma pacova indukovanih ACh-om u prisustvu 80 %
metanolnog ekstrakta nedozrelog ploda moraca iz 2013. i 2014. godine u koncentraciji od 1 mg/mL i

3 mg/mL- rezultati analize izmedu godina

Konc. ACh 1 mg/mL ekstrakta 3 mg/mL ekstrakta
(nM) 2013. 2014. 2013. 2014, 2013. 2014.
5 53,90 51,49 50,31 50,95 48,92 48,06
15 73,06 77,05 70,46 69,67 68,06 55,86
50 83,78 85,57 80,90 71,99 75,63 70,34
150 98,17 94,48 90,18 83,95 90,00 71,592
500 98,90 97,33 92,96 86,29 91,03 74,90
1500 100,00 100,00 93,94 89,08 92,11 76,80
b —vs 2013.

* — p<0,05, (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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Inhibicija kontrakcija stimulisanih ACh-om vece su 2014. no 2013. godine u prisustvu i 1

mg/mL i 3mg/mL 80% metanolnog ekstrakta nezrelog ploda moraca.

Tabela 5.13. Srednje vrednosti % kontrakcija ileuma pacova indukovanih ACh-om u prisustvu
vodenog ekstrakta nedozrelog ploda moraca iz 2013. i 2014. godine u koncentraciji od 1 mg/mL i 3

mg/mL- rezultati analize izmedu godina

Konc. ACh 1 mg/mL ekstrakta 3 mg/mL ekstrakta
(nM) 2013, 2014, 2013. 2014. 2013. 2014,
5 53,47 55,72 50,05 50,50 48,91 48,30
15 73,42 77,38 70,42 68,03 69,22 60,12
50 84,74 82,51 80,62 78,83 76,19 77,47
150 96,57 93,54 91,18 82,69 84,71 81,21
500 98,74 96,01 92,12 87,79 87,28 83,58
1500 100,00 100,00 92,70 92,04 88,37 86,25

Inhibicija kontrakcija stimulisanih ACh-om vece su 2013. no 2014. godine u prisustvu 3

mg/mL 80% metanolnog ekstrakta nezrelog ploda moraca, ali nema statisti¢ki znacajnih razlika.

Tabela 5.14. Srednje vrednosti % kontrakcija ileuma pacova indukovanih ACh-om u prisustvu
etarskog ulja nedozrelog ploda moraca iz 2013. i 2014. godine u koncentraciji od 1 mg/mL i 3

mg/mL- rezultati analize izmedu godina

Konc. ACh 1 mg/mL etarskog ulja 3 mg/mL etarskog ulja
(nM) 2013. 2014, 2013. 2014, 2013. 2014.
5 53,38 55,06 49,64 50,87 44,27 48,50
15 76,49 72,02 62,39 70,99 59,66 65,75
50 87,53 82,99 64,98 71,26 61,81 70,93
150 89,10 94,21 71,16 82,27 64,00 76,34
500 92,40 95,98 74,32¢ 84,01 67,92 76,73
1500 100,00 100,00 78,58 86,72 72,95 77,34
c —vs 2014.

"~ p<0,05, ™ - p<0,01 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)

Inhibicija kontrakcija stimulisanih ACh-om vece su 2013. no 2014. godine.
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U Tabeli 5.15. date su srednje vrednosti % kontrakcija ileuma pacova indukovanih ACh-om
u prisustvu ekstrakata i etarskog ulja nedozrelog ploda moraca u trogodiSnjem periodu ispitivanja.
Najvece vrednosti inhibicije su u prisustvu etarskog ulja nedozrelog ploda moraca (za koncentraciju
0,1 mg/mL) i metanolnog ekstrakta ekstrahovanog u apsolutnom metanolu (za koncentraciju 3
mg/mL). Ove vrednosti inhibicije kontrakcija indukovanih ACh-om su statisti¢ki zna¢ajno vece nego

u prisustvu vodenog i 80% metanolnog ekstrakta nedozrelog ploda moraca (p<0,05).
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Tabela 5.15. Srednje vrednosti % kontrakcija ileuma pacova indukovanih ACh-om u prisustvu

ekstrakata i etarskog ulja nedozrelog ploda moraca u trogodi$njem periodu ispitivanja

Metanolni ekstrakt nedozrelog ploda moraca ekstrahovan u apsolutnom metanolu u trogodisnjem
periodu ispitivanja

Efﬁ\r/‘l‘):e””ac”a Ach Ach+0.1 mL Ach+0,3 mL
5 5471+ 0,45 49,01+ 218 4317+ 0,78
15 75.09+ 2.88 68,96 1,05 55,19+ 9,35
50 86,19+ 0,54 73,01+ 3,51 58 50+ 9,84
150 95,64+ 2.73 8150+ 6,14 61,36+ 9 82°"
500 96,40+ 3,38 82,87+ 5,29 63,92+ 9 56
1500 100,00+ 0,00 8572+ 5.41 68,82+ 8 22°"

Metanolni ekstrakt nedozrelog ploda moraca ekstrahovan u 80% metanolu u trogodisnjem
periodu ispitivanja

Koncentracija

(M) Ach Ach+0,1 mL Ach+0,3 mL
5 53,69+ 0,30 50,50+ 0,64 48,49+ 0,60
15 73,24+ 0,25 70,20+ 0,32 62,54+ 9,44
50 84,26+ 0,68 76,31+ 6,10 73,27+ 4,13
150 95,53+ 2,52 85,73+7,12 76,85+ 7,15
500 97,78+ 1,07 88,19+ 6,53 79,51+ 7,48
1500 100,00+ 0,00 90,47+ 3,96 81,18+ 8,54
Vodeni ekstrakt nedozrelog ploda moraca u trogodi$njem periodu ispitivanja
mq;e”trac”a Ach Ach+0,1 mL Ach+0,3 mL
5 54,55+ 1,65 50,07+ 0,61 46,29+ 2,85
15 76,94+ 0,63 65,21+ 3,99 59,89+ 0,32
50 85,02+ 3,55 71,99+ 9,79 69,04+ 10,42
150 94,55+ 4,69 85,52+ 8,79 82,38+ 9,26
500 96,92+ 4,33 89,23+ 6,51 84,81+ 9,55
1500 100,00+ 0,00 92,26+ 6,80 86,95+ 9,24
Etarsko uljae nedozrelog ploda moraca u trogodi$njem periodu ispitivanja
g‘l’\%entm”a Ach Ach+0,1 mL Ach+0,3 mL
5 54,22+ 1,19 50,26+ 0,87 46,39+ 2,99
15 74,26+ 3,16 66,69+ 6,07 62,70+ 4,30
50 85,26+ 3,21 68,12+ 4,44"" 66,37+ 6,45
150 91,01+ 8,41 75,33+ 7,49 69,29+ 9,59
500 93,75+ 5,72 77,96+ 6,800 71,69+ 6,92
1500 100,00+ 0,00 81,63+ 7,81 74,83+ 7,96

Vrednosti u tabeli su prikazane kao X + SD (Me)
b_ vs metanolni 80% ekstrakt,— vs vodeni ekstrakt
" — p<0,05, ™ - p<0,01 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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5.1.8. Uticaj ekstrakata stabljike moraca na kontrakcije ileuma pacova izazvane

acetilholinom

5.1.8.1. Uticaj metanolnog ekstrakta stabljike moraca ekstrahovanog u apsolutnom
metanolu

Postoji statisti¢ki zna¢ajna inhibicija kontrakcija stimulisanih ACh-om u prisustvu ekstrakta
u koncentraciji od 1 i 3 mg/mL, kako za koncentraciju ACh od 15 nM (p<0,01), tako i za
koncentraciju od 150 nM (p<0,05).

Za koncentracije ACh od 500 i 1500 nM dobijaju se oéekivani rezultati koji ukazuju na
inhibiciju kontrakcija stimulisanin ACh-om, iako nisu utvrdene statisti¢ki znacajne razlike u odnosu
na Ach (Slika 5.42).
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Slika 5.42. Inhibitorni uticaj 100 % metanolnog ekstrakta stabljike morac¢a iz 2012.

godine (100 MES 2012.) na acetilholinom indukovane kontrakcije ileuma pacova

*-p<0,05, (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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5.1.8.2. Uticaj metanolnog ekstrakta stabljike moracéa ekstrahovanog u 80% metanolu

Najveca inhibicija kontrakcija stimulisanihn ACh-om je u prisustvu ekstrakta u
koncentraciji 3 mg/mL, ali nema statisticki znacajnih razlika u odnosu na koncentraciju ekstrakta
(Slika 5.43).
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Slika 5.43. Inhibitorni uticaj 80 % metanolnog ekstrakta stabljike moraca iz 2012.

godine (80 MES 2012.) na acetilholinom indukovane kontrakcije ileuma pacova

5.1.8.3. Uticaj vodenog ekstrakta stabljike moraca

Evidentno je da su u prisustvu vodenog ekstrakta i u koncentraciji od 1 mg/mL i od 3
mg/mL inhibirane kontrakcije stimulisane ACh-om, ali smanjenje nije statisti¢ki znac¢ajno (Slika
5.44).
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Slika 5.44. Inhibitorni uticaj vodenog ekstrakta stabljike moraca iz 2012. godine (H20S 2012.)

na acetilholinom indukovane kontrakcije ileuma pacova

5.1.9. Uticaj etarskog ulja i ekstrakata lista morac¢a na kontrakcije ileuma pacova

izazvane rastvorom kalijum hlorida

5.1.9.1. Ekstrakti lista mora¢a iz 2012. godine

Analizom varijanse u okviru ispitivanih ekstrakata utvrdena je statisti¢ki znacajna zavisnost
vrednosti inhibicije kod 100% i 80% metanolnih ekstrakata (p<0,001 i p<0,05, respektivno). Post
Hoc analizom u okviru ispitivanih tipova ekstrakata, poredenjem razlicitih koncentracija ponaosob
utvrdeno je da su kod svih tipova ekstrakata najvece inhibicije pri najveéim koncentracijama
ekstrakata. Statisticki znacajne razlike inhibicija izmedu koncentracija najbrojnije su kod 100%
metanolnog ekstrakta, i to izmedu najvece i najnize koncentracije i najnize tri koncentracije, s tim da
nivo razlike raste §to je razlika u koncentracijama niza (p<0,05, p<0,01 i p<0,001), dok kod 80%

metanolnog ekstrakta postoji samo razlika izmedu najvise i najnize koncentracije (p<0,05).
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Poredenjem inhibicija kontrakcija stimulisanih rastvorom kalijum-hlorida za odredene
koncentracije izmedu razliCitih ekstrakata, Studentovim t-testom, utvrdene su statisticki znacajno vise
inhibicije 100% metanolnog u odnosu na vodeni ekstrakti za sve koncentracije osim najnize, dok je
za 80% metanolni ekstrakt u odnosu na vodeni utvrdena statisticki znacajna razlika za koncentraciju
od 1 mg/mL.

U ispitivanoj grupi najbolji efekat je pokazao 100% metanolni ekstrakt koji je u
koncentraciji od 3 mg/mL snizio kontrakcije ileuma stimulisane rastvorom kalijum-hlorida na
75,43+6,3% sa ECs0=8,15+0,22 mg/mL. Najslabiji efekat je pokazao vodeni ekstrakt (Slika
5.45).
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Slika 5.45. Inhibitorni efekat ekstrakata lista moraca iz 2012. godine na kontrakcije

izolovanog ileuma pacova stimulisane rastvorom kalijum-hlorida (80 mM)

*-p<0.5, ***-p<0,01 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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5.1.9.2. Etarsko ulje i ekstrakti lista moraca iz 2013. godine

U okviru primenjenih ekstrakata, inhibicija raste sa povecanjem njihove koncentracije, a
analizom varijanse utvrdena je statisticki znacajna zavisnost vrednosti inhibicije od koncentracije kod
100% i 80% metanolnog ekstrakta (p<0,001) i vodenog ekstrakta (p<0,05).

Izdvaja se, kao najznacajnija statistiCki veca vrednost inhibicije kod 100% metanolnog
ekstrakta u konentraciji od 3 mg/mL u odnosu na sve nize koncentracije (p<0,001).

Analizom varijanse utvrdena je statistiCki znacajna razlika vrednosti inhibicije izmedu
ispitivanih tipova ekstrakata u okviru odredenih koncentracija. Post Hoc analizom je utvrdeno da su
inhibicije pri svim koncentracijama statisticki znacajno vise kod etarskog ulja u odnosu na tri ostala
tipa ekstrakata ponaosob. Jedino nepostojanje statisticki znacajne razlike je pri najnizoj koncentraciji
uzoraka.

U ispitivanoj grupi najbolji efekat je pokazalo etarsko ulje koje je u koncentraciji od 3
mg/mL snizilo kontrakcije ileuma stimulisane rastvorom kalijum-hlorida na 53,85+3,7% sa
ECs0=3,56+0,03 mg/mL (Slika 5.46).

99



120 -

=—4=— Metanolni ekstrakt (u 100 % metanolu)
110 - ——Metanolni ekstrakt (u 80 % metanolu)
Vodeni ekstrakt
100 - —==—FEtarsko ulje
g 90 -
£
£ 80 -
m
=
=1
S
x 70 -
60 -
50 A
40 T T T T T 1

0,01 0,03 0,1 0,3 1 3

Koncentracija (mg/ml)

Slika 5.46. Inhibitorni efekat etarskog ulja i ekstrakata lista moraca iz 2013. godine na

kontrakcije izolovanog ileuma pacova stimulisane rastvorom kalijum-hlorida (80 mM)

*-p<0,5, **-p<0,01, ***-p<0,001 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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5.1.9.3. Etarsko ulje i ekstrakti lista moraca iz 2014. godine

U okviru svih uzoraka inhibicija kontrakcija stimulisanih rastvorom kalijum-hlorida raste sa
povecanjem njihove koncentracije, ali ni analizom varijanse, kao ni sledstvenom Post Hoc analizom
nije potvrdena statisticki znacajna razlika vrednosti tih inhibicija izmedu koncentracija.

Takode, evidentno je da su inhibicije najve¢e kod 100% metanolnog ekstrakata za
koncentracije od 0,1, 0,3, 1 i 3 mg/mL, a kod 80% metanolnog ekstrakta za koncentracije od 0,01 i
0,03 mg/mL, ali analizom varijanse, kao ni sledstevnom Post Hoc analizom nisu nadene statisticki
znacajne razlike izmedu uzoraka iz 2014. godine.

U ispitivanoj grupi najbolji efekat je pokazao 100% metanolni ekstrakt koji je u
koncentraciji od 3 mg/mL snizio kontrakcije ileuma stimulisane rastvorom kalijum-hlorida na
66,70+9,0% sa ECs0=5,88+0,11 mg/mL (Slika 5.47).
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Slika 5.47. Inhibitorni efekat etarskog ulja i ekstrakata lista moraca iz 2014. godine na

kontrakcije izolovanog ileuma pacova stimulisane rastvorom kalijum-hlorida (80 mM)
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5.1.10. Uticaj etarskog ulja i ekstrakata zrelog ploda moraé¢a na kontrakcije ileuma

pacova izazvane rastvorom kalijum hlorida

5.1.10.1. Etarsko ulje i ekstrakti zrelog ploda moraca iz 2012. godine

U slucaju uzoraka ekstrakata zrelog ploda moraca iz 2012. godine utvrdeno je da inhibicija
kontrakcija stimulisanih rastvorom kalijum-hlorida raste sa porastom koncentracije sva tri tipa
ekstrakata, a Analizom varijanse u okviru ispitivanih ekstrakata utvrdena je statisticki znacajna
razlika vrednosti inhibicije kod 80% metalnolnog (p<0,05) i vodenog (p<0,001) ekstrakta. Post Hoc
analizom u okviru ovih tipova ektrakata utvrdeno je da kod 80% metalnog ekstrakta statisticki
znacajno veca inhibicija pri koncentraciji 3mg/mL no pri 0,01lmg/mL (p<0,05). Kod vodenih
ekstrakata pri maksimalnoj koncetraciji je postignuta inhibicija statisticki znacajno ve¢a u odnosu na
koncentraciju od 0,01mg/mL (p<0,001), kao i u odnosu na koncentracije od 0,03, 0,1 i 0,3 mg/mL
(p<0,01).

U ispitivanoj grupi najbolji efekat je pokazao 100% metanolni ekstrakt koji je u
koncentraciji od 3 mg/mL snizio kontrakcije ileuma stimulisane rastvorom kalijum-hlorida na
76,70+8,9% sa ECs0=6,87+0,06 mg/mL (Slika 5.48).
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Slika 5.48. Inhibitorni efekat ekstrakata zrelog ploda moraca iz 2012. godine na

kontrakcije izolovanog ileuma pacova stimulisane rastvorom kalijum-hlorida (80 mM)

*-p<0,5, **-p<0,01, ***-p<0,001 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)

5.1.10.2. Etarsko ulje i ekstrakti zrelog ploda moraca iz 2013. godine

Kod svih primenjenih uzoraka, inhibicija kontrakcija stimulisanih rastvorom kalijum-
hlorida raste sa povecanjem njihove koncentracije, a najvece inhibicije ostvarene su etarskim
uljem u koncentraciji od 0,01, 0,03, 0,1 i 0,3mg/mL, a 100% metanolnim ekstraktom u
koncentraciji od 1 i 3 mg/mL. Analizom varijanse je kod etarskog ulja i 100% metanolnog
ekstrakta utvrdena statisticki znacajna razlika maksimalnog nivoa izmedu Kkoris¢enih
koncentracija (p<0,001), ali ona je postojala i kod 80% metanolnog i vodenog ekstrakta na nivou
statisticke znacajnosti od p<0,05.

Analizom varijanse je pri maksimalnoj koncentraciji od 3 mg/mL utvrdena statisticki
znacajna razlika izmedu tipova ekstrakata (p<0,05) pri cemu je inhibicija 100% metanolnog ekstrakta

statisticki znacajno visa no 80% metatolnog ili etarskog ulja (p<0,05).
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U ispitivanoj grupi najbolji efekat je pokazao 100% metanolni ekstrakt koji je u
koncentraciji od 3 mg/mL snizio kontrakcije ileuma stimulisane rastvorom kalijum-hlorida
58,75+6,8% sa EC50=3,63+0,04 mg/mL (Slika 5.49).
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Slika 5.49. Inhibitorni efekat etarskog ulja i ekstrakata zrelog ploda moraca iz 2013.

godine na kontrakcije izolovanog ileuma pacova stimulisane rastvorom kalijum-hlorida (80 mM)

*-p<0,5, **-p<0,01, ***-p<0,001 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)

5.1.10.3. Etarsko ulje i ekstrakti zrelog ploda moraca iz 2014. godine

Kod svih tipova uzoraka inhibicija kontrakcija stimulisanih rastvorom kalijum-hlorida
raste sa povecanjem njihove koncentracije. Analizom varijanse utvrdena je statisticki znacajna
razlike vrednosti inhibicije u odnosu na koncentracije kod 100% metanolnog ekstrakta, etarskog
ulja (p<0,001) 1 80% metanolnog ekstrakta (p<0,05). Post Hoc analizom utvrdene su statisticki
znacajne razlike izmedu pojedinih koncentracija ponaosob i to kod 100% metanolnog ekstrakta i

kod etarskog ulja sa nivoima znacéajnosti (Slika 5.50)

104



Analizom varijanse, takode je utvrdena statisti¢ki znacajna razlika vrednosti inhibicije

izmedu tipova uzoraka koja je za koncentracije 0,01, 0,03 i 0,1 mg/mL p<0,05, a kod svih visih

koncentracija na nivou statisticke znacajnosti od p<0,01. Najvise inhibicije su kod 100%

metanolnog ekstrakta, a posle njih sledi etarsko ulje. Post Hoc analizom utvrdeno je da su

prvenstveno ove inhibicije statisticki znacajno veée od onih kod 80% metanolniog ekstrakta.

U ispitivanoj grupi najbolji efekat je pokazao 100% metanolni ekstrakt koji je u

koncentraciji od 3 mg/mL snizio kontrakcije ileuma stimulisane rastvorom kalijum-hlorida na
73,20+2,0% sa ECs0=7,79+0,11 mg/mL.
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Slika 5.50. Inhibitorni efekat etarskog ulja i ekstrakata zrelog ploda moraca iz 2014.

godine na kontrakcije izolovanog ileuma pacova stimulisane rastvorom kalijum-hlorida (80 mM)

*-p<0,5, **p<0,01, ***-p<0,001 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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5.1.11. Uticaj etarskog ulja i ekstrakata nedozrelog ploda mora¢a na kontrakcije

ileuma pacova izazvane rastvorom kalijum hlorida

5.1.11.1. Etarsko ulje i ekstrakti nedozrelog ploda moraca iz 2013. godine

Kod svih tipova uzoraka sa porastom koncentracije dolazi do povecanja inhibicije
kontrakcija stimulisanih rastvorom kalijum-hlorida. Analizom varijanse u okviru ispitivanih uzoraka
utvrdena je statisticki znaCajna razlika inhibicije u odnosu na koncentraciju kod etarskog ulja sa
maksimalnim nivoom statisticke znac¢ajnosti od (p<0,001), ali i kod 100% metanolnog i vodenog
ekstrakta (p<0,05). Post Hoc analizom u okviru ispitivaninh uzoraka, poredenjem razli¢itih
koncentracija ponaosob, utvrdeno je postojanje statisti¢ki zna¢ajnih razlika koje su najprisutnije kod
etarskog ulja (Slika 5.51).

U ispitivanoj grupi najbolji efekat je pokazalo etarsko ulje koje je u koncentraciji od 3
mg/mL snizilo kontrakcije ileuma stimulisane rastvorom kalijum-hlorida na 59,34+1,36% sa
ECs0=3,80£0,17 mg/mL.
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Slika 5.51. Inhibitorni efekat etarskog ulja i ekstrakata nedozrelog ploda moraca iz
2013. godine na kontrakcije izolovanog ileuma pacova stimulisane rastvorom
kalijum-hlorida (80 mM)

*-p<0,5, ***-p<0,001(Studentov t-test nezavisnih uzoraka)

5.1.11.2. Etarsko ulje i ekstrakti nedozrelog ploda moraca iz 2014. godine

Kod svih uzoraka sa porastom koncentracije dolazi do povecanja inhibicije kontrakcija
stimulisanih rastvorom kalijum-hlorida. Analizom varijanse u okviru ispitivanih ekstrakata utvrdena
je statisti¢ki znacajna razlika inhibicije u odnosu na koncentraciju kod 100% i 80% metanolnog
ekstrakta sa maksimalnim nivoom statisticke znacajnosti od (p<0,001), a kod vodenog ekstrakta i
etarskog ulja sa nizim nivoom znacajnosti (p<0,05). Post Hoc analizom u okviru ispitivanih tipova
ekstrakata, poredenjem razli¢itih koncentracija ponaosob utvrdeno je postojanje statisticki znacajnih
razlika (Slika 5.52).
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U ispitivanoj grupi najbolji efekat je pokazao 100% metanolni ekstrakt koji je u
koncentraciji od 3 mg/mL snizilo kontrakcije ileuma stimulisane rastvorom kalijum-hlorida na
73,57+7,9% sa ECs0=6,16+0,24 mg/mL.
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Slika 5.52. Inhibitorni efekat etarskog ulja i ekstrakata nedozrelog ploda moraca iz
2014. godine na kontrakcije izolovanog ileuma pacova stimulisane rastvorom
kalijum-hlorida (80 mM)

*-p<0,5, **-p<0,01, ***-p<0,001 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)

5.1.12. Uticaj ekstrakata stabljike mora¢a na kontrakcije ileuma pacova izazvane

rastvorom kalijum hlorida

5.1.12.1. Ekstrakti stabljike moraca iz 2012. godine
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Ekstrakte stabla mora¢a imali smo samo u 2012. godini i to obe vrste metalnolnih i vodeni,
Kod sva tri tipa uzorka evidentan je porast inhibicije kontrakcija stimulisanih rastvorom kalijum-
hlorida sa porastom koncentracije, a analizom varijanse je dokazana statisticki znacajna razlika
izmedu nevedenih koncentracija kod 100% i 80% metanolnog ekstrakta (p<0,001), a Post Hoc
analizom i statisti¢ki znac¢ajne razlike izmedu koncentracija ponaosob (Slika 5.53).

Pri koncentraciji od 0,01 i 0,03mg/mL najvecu inhibaciju ostvario je 80% metanolni ekstrakt, a
pri svim ostalih koncentracijama 100% metanolni ekstrakti. Jedina statisticki znacajna razlika
utvrdena je pri koncentraciji od 3 mg/mL izmedu 100% metanolnog i vodenog ekstrakta (p<0,05).

U ispitivanoj grupi najbolji efekat je pokazao 100% metanolni ekstrakt koji je u
koncentraciji od 3 mg/mL snizilo kontrakcije ileuma stimulisane rastvorom kalijum-hlorida na
72,97+4,7% sa ECs0=5,88+0,05 mg/mL.
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Slika 5.53. Inhibitorni efekat ekstrakata stabljike morac¢a iz 2012. godine na kontrakcije

izolovanog ileuma pacova stimulisane rastvorom kalijum-hlorida (80 mM)

**p<0,01, ***-p<0,001 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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5.1.13. Uticaj etarskog ulja i ekstrakata mora¢a na kontrakcije ileuma pacova

izazvane rastvorom kalcijum-hlorida

Za ovo ispitivanje pratili smo efekte jednog ekstrakta i jednog etarskog ulja moraca iz

2014. godine koji su nam dali najvecu relaksaciju spontanih kontrakcija ileuma pacova u toj
godini.
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Slika 5.54. Inhibitorni efekat metanolnog ekstrakta lista moraca ekstrahovanog u
apsolutnom metanolu iz 2014. godine (100 MLE 2014.) na kontrakcije

izolovanog ileuma pacova stimulisane rastvorom kalcijum-hlorida

*-p<0,5, **-p<0,01 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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U odnosu na kontrolnu seriju utvrdene su statisticki zna¢ajno veée vrednosti inhibicije u
prisustvu etarskog ulja u koncentraciji 1 mg/mL za sve osim za najnizu koncentraciju rastvora

kalcijum-hlorida, a u prisustvu etarskog ulja u koncentraciji od 3 mg/mL za sve koncentracije
rastvora kalcijum-hlorida (Slika 5.54).
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Slika 5.55. Inhibitorni efekat etarskog ulja zrelog ploda moraca iz 2014. godine
(EUZP 2014.) na kontrakcije izolovanog ileuma pacova stimulisane rastvorom
kalcijum-hlorida

*-p<0,5, **-p<0,01 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)

U odnosu na kontrolnu seriju utvrdene su statisticki znacajno vece vrednosti inhibicije
kontrakcija izazvanih rastvorom kalcijum-hlorida u prisustvu 1 mg/mL ekstrakta za maksimalnu

koncentraciju rastvora CaCl, (10 uM), a u prisustvu 3 mg/mL ekstrakta za sve koncentracije rastvora
CaCl; (p<0,05), izuzev za 0,1 uM (Slika 5.55).
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U koncentraciji od 1 mg/mL, 100% metanolni ekstrakt lista moraca je snizio kontrakcije
izazvane rastvorom kalcijum-hlorida na 91,52+2,55%, a etarsko ulje zrelog ploda mora¢a u istoj
koncentraciji na 78,66+7,51 %. U koncentraciji od 3 mg/mL, 100% metanolni ekstrakt je snizio
kontrakcije izazvane rastvorom kalcijum-hlorida na 76,79+7,66%, a etarsko ulje u istoj koncentraciji
na 63,25+7,39%.

5.1.14. Uticaj etarskog ulja i ekstrakata mora¢a na kontrakcije ileuma pacova

izazvane rastvorom barijum-hlorida

Za ovo ispitivanje pratili smo efekte jednog ekstrakta i jednog etarskog ulja moraca iz
2014. godine koji su nam dali najvecu relaksaciju spontanih kontrakcija ileuma pacova u toj
godini.
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Slika 5.56. Inhibitorni efekat metanolnog ekstrakta lista moraca ekstrahovanog u
apsolutnom metanoluiz 2014. godine (100 MLE 2014.) na kontrakcije izolovanog ileuma pacova

stimulisane rastvorom barijum-hlorida

lako je evidentno da inhibicija kontrakcija izazvanih rastvorom barijum-hlorida raste u
prisustvu ekstrakta u koncentraciji Img/mL i 3 mg/mL, Studentovim t-testom nezavisnih uzoraka

nismo uspeli da utvrdimo postojanje statisticki znacajnih razlika izmedu inhibicija (Slika 5.56).
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Slika 5.57. Inhibitorni efekat etarskog ulja zrelog ploda moraca iz 2014. godine
(EUZP 2014) na kontrakcije izolovanog ileuma pacova stimulisane rastvorom
barijum-hlorida

*-p<0,5, **-p<0,01, ***-p<0,001 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)

U odnosu na kontrolnu seriju utvrdene su statisticki znacajno vece vrednosti inhibicije
kontrakcija izazvanih rastvorom barijum-hlorida u prisustvu etarskog ulja u koncentraciji od 1
mg/mL za sve koncentracije rastvora. U prisustvu etarskog ulja u koncentracji od 3 mg/mL
ostvarene su statisticki znacajno vece inhibicije u odnosu na kontrolnu seriju (p<0,001) za sve
koncentracije rastvora barijum hlorida, ali i u odnosu na 1 mg/mL etarskog ulja za sve
koncentracije (Slika 5.57).

U koncentraciji od 1 mg/mL, 100% metanolni ekstrakt lista moraca je snizio kontrakcije
izazvane rastvorom barijum-hlorida na 84,54+9,28%, a etarsko ulje zrelog ploda moraca u istoj
koncentraciji na 80,84+3,90%. U koncentraciji od 3 mg/mL, 100% metanolni ekstrakt je snizio
kontrakcije izazvane rastvorom barijum-hlorida na 75,61+7,86%, a etarsko ulje u istoj koncentraciji
na 65,49+4,91%.
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5.1.15. Procena kontraktilnosti ileuma pacova u uslovima primena etarskog ulja i

ekstrakta moraca i blokatora azot-oksid sintetaze (L-NAME)
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Slika 5.58. Efekat etarskog ulja i ekstrakta moraca na kontrakcije izolovanog ileuma

pacova u prisustvu L-NAME
**%.p<0,001

Za ovo ispitivanje pratili smo efekte jednog ekstrakta i jednog etarskog ulja moraca iz
2014. godine koji su nam dali najvecu relaksaciju spontanih kontrakcija ileuma pacova u toj
godini.

I 100% metanolni ekstrakt lista moraca i etarsko ulje zrelog ploda u prisustvu L-NAME
znacajno su inhibirali kontrakcije ileuma pacova. U koncentraciji od 1 mg/mL ekstrakt je snizio
kontrakcije na 61,72+9,59 % sa ECso 0d 4,6+0,12 mg/mL, a etarsko ulje na 53,14+8,73 % sa ECso 0d
3,6£0,03 mg/mL. U koncentraciji od 3 mg/mL, ekstrakt je snizio kontrakcije na 55,52+9,21% sa
ECso 0d 3,75+0,04 mg/mL, a etarsko ulje na 45,94+9,9 % sa ECso od 2,61+0,10 mg/mL (Slika 5.58).
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5.1.16. Uticaj ekstrakta i etarskog ulja moraca na spontane kontrakcije izolovane

traheje pacova
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Slika 5.59. Efekat etarskog ulja i ekstrakta moraca na spontane kontrakcije izolovane

traheje pacova
*.p<0,5, **p<0,01, ***-p<0,001

Za ovo ispitivanje pratili smo efekte jednog ekstrakta i jednog etarskog ulja moraca iz
2014. godine koji su nam dali najvecu relaksaciju spontanih kontrakcija ileuma pacova u toj
godini.

I 100 % metanolni ekstrakt lista moraca 1 etarsko ulje zrelog ploda u su inhibirali
kontrakcije traheje pacova, ali su efekti ekstrakta znatno slabiji u odnosu na etarsko ulje. U
koncentraciji od 1 mg/mL ekstrakt je snizio kontrakcije na 93,52+0,25%, a etarsko ulje na
79,4+0,40%. U koncentraciji od 3 mg/mL, ekstrakt je snizio kontrakcije na 92,16+1,24%, a etarsko
ulje na 75,34+0,54% (Slika 5.59).
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5.1.17. Uticaj ekstrakta i etarskog ulja moraca na kontrakcije izolovane traheje

pacova izazvane acetilholinom
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Slika 5.60. Efekat etarskog ulja i ekstrakta moraca na kontrakcije izolovane traheje

pacova izazvane acetilholinom
*.p<0,5, **p<0,01, ***-p<0,001

Za ovo ispitivanje pratili smo efekte jednog ekstrakta i jednog etarskog ulja moraca iz
2014. godine koji su nam dali najvecu relaksaciju spontanih kontrakcija ileuma pacova u toj
godini.

I 100 % metanolni ekstrakt lista moraca i etarsko ulje zrelog ploda u su inhibirali
kontrakcije traheje pacova stimulisane ACh (1500 nM). U koncentraciji od 1 mg/mL ekstrakt je
snizio kontrakcije na 90,91+1,48%, a etarsko ulje na 93,365+3,99%U koncentraciji od 3 mg/mL,
ekstrakt je snizio kontrakcije na 86,71+2,16%, a etarsko ulje na 84,95+2,41% (Slika 5.60).
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5.1.18. Uticaj ekstrakta i etarskog ulja moraca na kontrakcije izolovane traheje

pacova izazvane rastvorom kalijum-hlorida

105 -+
100 -
95 -
90 -
*Ek

85 -
80 -

Kontrakcija (%)

75
70 4 —4=FEUZP 2014

65 1  —E=100 MLE

60 T T T T T 1
0,01 0,03 0,1 0,3 1 3

Koncentracija (mg/ml)

Slika 5.61. Efekat etarskog ulja i ekstrakta moraca na kontrakcije izolovane traheje

pacova izazvane rastvorom kalijum-hlorida
**%.p<0,001

Za ovo ispitivanje pratili smo efekte jednog ekstrakta i jednog etarskog ulja moraca iz
2014. godine koji su nam dali najvecu relaksaciju spontanih kontrakcija ileuma pacova u toj
godini.

I 100% metanolni ekstrakt lista moraca i1 etarsko ulje zrelog ploda u su inhibirali
kontrakcije traheje pacova stimulisane rastvorom kalijum-hlorida (80 mM). U koncentraciji od 1
mg/mL ekstrakt je snizio kontrakcije 88,25+1,28%, a etarsko ulje na 89,17+1,21%. U koncentraciji
od 3 mg/mL, ekstrakt je snizio kontrakcije na 87,39+1,57%, a etarsko ulje na 87,13+0,30% (Slika
5.61).
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5.2. PRINOSI MORACA

Prinosi predstavljaju koli¢inu ekstrakta ili etarskog ulja koja je dobijena ekstrakcijom
biljnog materijala.

Najveci prinos je dao vodeni ekstrakt lista moraca iz 2012. godine (25,8 %), a najmanyji
etarsko ulje lista moraca iz 2014. godine (0,4 %).

U tabeli 5.16 su dati prinosi ekstrakata i etarskog ulja moraca u 2012., 2013. i 2014.
godini.

Tabela 5.16. Prinosi ekstrakata i etarskog ulja morac¢a u 2012., 2013. i 2014. godini

ZREO

STABLO LIST PLOD

100 ME 3,7% 10,2% 4,07%

N

N 80ME 5,45% 15,8% 7,13%
H20 8,72% 25,8% 11,07%

EU / 1,33% 4,07%

NEDOZREO
LIST PLOD PLOD
_ 100 ME 4,95% 4,1% 4,77%
(92

§1 80ME 10,2% 9,8% 5,23%
H20 23,13% 9,5% 13,46%

EU 1,2% 7,33% 4,33%

NEDOZREO
LIST PLOD PLOD
_ 100 ME 4,65% 5% 3,15%
<

(C‘:i 80ME 4,05% 5,1% 4,8%
H20 8,05% 6,65% 7,55%

EU 0,4% 5,4% 4,6%
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5.3. SADRZAJ UKUPNIH POLIFENOLA I TANINA U EKSTRAKTIMA
MORACA

Sadrzaj ukupnih polifenola i tanina odreden je u ekstraktima lista, stabla, zrelog i
nedozrelog ploda moraca. Analizirani su ekstrakti dobijeni apsolutnim metanolom (M), 80%
metanolom (80% M) i vodom (H20).

U Tabeli 5.17 prikazan je sadzaj ukupnih polifenola u razli¢itim ekstraktima lista,

nedozrelog, zrelog ploda i stabla moraca.

Tabela 5.17. Sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima moraca izrazen u mg ekvivalenata galne

kiseline na g ekstrakta (mg GAE/q)

100ME 80ME H20
LIST 88,65+11,51%A |  89,79+5,85%AB 54,5342 584
NEDOZREO PLOD 83,78+2,70*4 06,71+2,948 56,30+2,28A
ZREO PLOD 82,82+4,932A 68,66+7,713°C 57,11+8,320A
STABLO 64,49+4 588 81,13+8,04%A 36,70+3,10°8

100ME-metanolni ekstrakt ekstrahovan u apsolutnom metanolu, 80ME-metanolni ekstrakt ekstrahovan u 80%
metanolu, H,O-vodeni ekstrakt

a,b,c Mala razli¢ita slova u redu ozna¢avaju statitisti¢ki zna¢ajnu razliku (p<0,05) izmedu razli¢itih ekstrakata
istog biljnog organa

A, B, C Velika razlicita slova u koloni oznacavaju statitisticki znacajnu razliku (p<0,05) izmedu istih tipova

ekstrakata razli¢itih biljnih organa

Iz Tabele 5.17. se vidi da najve¢i sadrzaj ukupnih polifenola ima 80% metanolni
ekstrakt nedozrelog ploda moraca (96,71+2,94 mg GAE/g), dok je najmanji sadrzaj ukupnih
polifenola u vodenom ekstraktu stabla moraca (36,70+3,10 mg GAE/Q).

U 100% metanolnim ekstraktima sadrzaj ukupnih polifenola opada u slede¢em nizu:

list>nedozreo plod>zreo plod>stablo.
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U 80 % metanolnim ekstraktima sadrzaj ukupnih polifenola opada u slede¢em nizu: nedozreo
plod>list>stablo>zreo plod.
U vodenim ekstraktima najvise ukupnih polifenola imao je zreo plod, zatim nedozreo plod, zatim

list, a najmanje stablo moraca.

Tabela 5.18. Sadrzaj ukupnih tanina u ekstraktima moraca izrazen u mg ekvivalenata galne

kiseline na g ekstrakta (mg GAE/q)

100ME 80ME H20
LIST 36,19+1,12% 34,69+3,614 22,22+2,32PA
NEDOZREO PLOD 35,03+2,27% 40,82+1,38°8 22,28+1,58°A
ZREO PLOD 41,08+4,53% 26,53+2,07°C 9,99+1,58°®
STABLO 20,57+3,56%8 24,91+0,60°¢ 5,44+0,34¢

100ME-metanolni ekstrakt ekstrahovan u apsolutnom metanolu, 80ME-metanolni ekstrakt ekstrahovan u 80%
metanolu, H20-vodeni ekstrakt

a,b,c Mala razli¢ita slova u redu oznacavaju statitisticki znac¢ajnu razliku (p<0,05) izmedu razli¢itih ekstrakata
istog biljnog organa

A, B, C Velika razli¢ita slova u koloni oznacavaju statitisticki znacajnu razliku (p<0,05) izmedu istih tipova

ekstrakata razli¢itih biljnih organa

Iz Tabele 5.18. se vidi da najveci sadrzaj ukupnih tanina ima 100% metanolni ekstrakt
zrelog ploda moraca (41,08+4,53 mg GAE/g), dok je najmanji sadrzaj ukupnih tanina u vodenom
ekstraktu stabla moraca (5,44+0,34 mg GAE/g).

U 100% metanolnim ekstraktima sadrzaj ukupnih polifenola opada u slede¢em nizu: zreo
plod>list>nedozreo plod >stablo.

U 80 % metanolnim ekstraktima sadrzaj ukupnih polifenola opada u slede¢em nizu: nedozreo
plod>list >zreo plod>stablo.

U vodenim ekstraktima najvise ukupnih polifenola imao je nedozreo plod, zatim list, zatim zreo

plod, a najmanje stablo moraca.
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5.4. SADRZAJ FLAVONOIDA I FENOLNIH KISELINA U EKSTRAKTIMA
MORACA

Iz Tabele 5.19 se vidi da najveéi sadrzaj ukupnih flavonoida ima 100% metanolni
ekstrakt lista moraca (31,23+3,27 pg RUE/mg), dok je najmanji sadrzaj ukupnih flavonoida u
vodenom ekstraktu lista morac¢a (0,93+0,03 pg RUE/mg).

U 100% metanolnim ekstraktima sadrzaj ukupnih flavonoida opada u sledeCem nizu:
list>nedozreo plod>stablod >zreo plod.

U 80 % metanolnim ekstraktima sadrzaj ukupnih polifenola opada u slede¢em nizu: nedozreo
plod>list >zreo plod>stablo.

U vodenim ekstraktima najvise ukupnih polifenola imao je nedozreo plod, zatim stablo, zatim

zreo plod, a najmanje list moraca.

Tabela 5.19. Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima morac¢a izrazen u pg rutin-ekvivalenata

na mg ekstrakta (ug RUE/mQ)

100ME 80ME H20
LIST 31,23+3,27%A 15,35+0,80PA 0,93+0,03A
NEDOZREO PLOD 27,97+0,17%A 25,23+0,568 4,53+0,15°B
ZREO PLOD 11,65+0,7228 8,98+0,03°C 1,70+0,05¢C
STABLO 28,43+0,43% 4,28+0,13°° 2,30+0,30°P

100ME-metanolni ekstrakt ekstrahovan u apsolutnom metanolu, 80ME-metanolni ekstrakt ekstrahovan u 80%
metanolu, H20-vodeni ekstrakt

a,b,c Mala razli¢ita slova u redu oznacavaju statitisticki znacajnu razliku (p<0,05) izmedu razli¢itih ekstrakata istog
biljnog organa

A, B, C Velika razlicita slova u koloni oznacavaju statitisticki znacajnu razliku (p<0,05) izmedu istih tipova

ekstrakata razli¢itih biljnih organa
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Tabela 5.20. Sadrzaj flavonoida i fenonih kiselina u ekstraktima moraca izraZzen u procentima

100MEZP 100MENP | 100MLE | 100MES | 8OMEZP | 80OMENP | 8OMLE | 80MES
1 Derivat galne
R .g 0,10+0,005 0,06+0,001 / / 0,40+0,02 / / /
kiseline
2 Derivat galne
R .g 0,71+0,007 / / / 0,71+0,02 / / /
kiseline
8 Hlorogenska
kiselina 1,03+0,08 2,01+0,02 2,30+0,08 1,42+0,10 1,70+0,05 3,60+0,20 2,70+0,20 | 2,31+0,07
4 4-kafenoilhina
L / / 0,09+0,01 | 0,06+0,005 / 0,05+0,002 | 0,10+0,01 | 0,10+0,02
kiselina
5 Derivat galne
vat g 0,5040,02 / / / 0,30+0,02 / / /
kiseline
6 1,3-
dikafenoilhina / 0,31+0,04 0,51+0,07 | 0,33+0,01 | 0,22+0,01 0,41+0,06 | 0,64+0,07 | 0,61+0,07
kiselina
7 .
heterozid / 0,51+0,02 / / / 0,73+0,04 / /
kvercetina
8
rutin 2,01+0,07 4,92+0,07 4,63+0,08 1,82+0,05 2,11+0,02 5,58+0,04 3,69+0,04 | 2,20+0,03
9
mikuelianin / 0,92+0,02 2,02+0,04 2,05+0,05 0,74+0,02 1,22+0,04 1,55+0,05 | 2,12+0,02
10 1,5-
dikafenoilhina 0,40+0,002 0,90+0,02 1,42+0,05 1,34+0,07 0,70+0,05 1,11+0,06 1,30+0,03 | 1,68+0,04
kiselina
1 Heterozid
. / / 0,31+0,02 / / / 0,33+0,01 | 0,21+0,01
luteolina
12 1,4-
dikafenoilhina / / 0,42+0,04 0,24+0,03 / 0,20+0,05 0,43+0,05 | 0,33+0,02
kiselina
13 Ruzmarinska
kiselina 1,50+0,10 3,22+0,21 4,60+0,20 1,92+0,60 2,41+0,11 5,95+0,12 4,78+0,44 | 4,10+0,05
14 Derivat
kafene / 0,32+0,03 0,30+0,02 0,08+0,03 0,21+0,03 0,40+0,06 0,45+0,03 | 0,31+0,02
kiseline

100MEZP-metanolni ekstrakt zrelog ploda ekstrahovan u apsolutnom metanolu, 100MENP-metanolni
ekstrakt nedozrelog ploda ekstrahovan u apsoluthom metanolu, 100MLE-metanolni ekstrakt lista
ekstrahovan u apsolutnom metanolu, 100MES-metanolni ekstrakt stabljike ekstrahovan u apsolutnom
metanolu, 80MEZP-metanolni ekstrakt zrelog ploda ekstrahovan u 80% metanolu, 80MENP- metanolni
ekstrakt nedozrelog ploda ekstrahovan u 80% metanolu, 80MLE-metanolni ekstrakt lista ekstrahovan u

80% metanolu, B0MES-metanolni ekstrakt stabljike ekstrahovan u 80% metanolu
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Iz Tabele 5.20. se moze uociti da je najzastupljeniji flavonoid u svim uzorcima rutin.
Najzastupljeniji je u 80% metanolnom ekstraktu nedozrelog ploda moraca (5,58+0,04%), a
najmanje ga ima u 100% metanolnom ekstraktu stabla moraca (1,82+0,05%).

Od fenolnih kiselina, najzastupljenija u svim uzorcima je ruzmarinska kiselina. Najvise
je ima u 80% metanolnom ekstraktu nedozrelog ploda moraca (5,95+0,12%), a najmanje u

metanolnom ekstraktu zrelog ploda moraca (1,50+0,10%).

5.5. HEMIJSKI SASTAV ETARSKOG ULJA MORACA

Analizom etarskog ulja zrelog, nedozrelog ploda i lista moraca identifikovano je ukupno
30 jedinjenja od kojih je najzastupljeniji trans-anetol sa 84,05 % u etarskom ulju lista, 83,87% u
etarskom ulju zrelog ploda i 61,61% u etarskom ulju nedozrelog ploda. Takode su, u znacajnijem
procentu, zastupljeni i estragol (4,65% u ulju lista moraca, 7,08% u ulju zrelog ploda i 26,6% u
ulju nedozrelog ploda moraca) i fenhon (1,28% u ulju lista, 5,41% u ulju zrelog ploda i 6,26% u
ulju nedozrelog ploda moraca).

Nedozreo plod moraca sadrzi manji procenat trans-anetola u odnosu na zreo plod, a
znacajno veéi procenat estragola i fenhona. Veci broj isparljivih jedinjenja i kvalitativno i
kvantitativno je identifikovano u etarskom ulju nedozrelog ploda moraca (27 jedinjenja od toga 5
u tragovima) nego u etarskom ulju zrelog ploda (23 jedinjenja od toga toga 13 u tragovima).

Etarsko ulje lista moraca sadrzi veéi procenat trans-anetola od etarskog ulja nedozrelog
1 zrelog ploda moraca, dok su estragol 1 fenhon u ovom ulju zastupljeni u nizem procentu nego u
ulju zrelog i nedozrelog ploda. U etarskom ulju lista moraca identifikovano je ukupno 22
jedinjenja, od toga su dva prisutna u tragu.

U Tabeli 5.21. je prikazan hemijski sastav etarskog ulja lista, zrelog i nedozrelog ploda moraca

(Foeniculum vulgare Miller).
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Tabela 5.21. Hemijski sastav etarskog ulja lista, zrelog i nedozrelog ploda moraca (Foeniculum

vulgare Miller)

Etarsko ulie lista Etarsko ulje Etarsko ulje
RT RI Jedinjenje ! zrelog ploda nedozrelog ploda
moraca moraca moraca

1 9,728 926,1 a-pinen 0,43 1,26 0,85
2 10,243 942,2 kamfen - t 0,05
3 11,096 968,7 sabinen - t 0,19
4 11,213 972,4 S-pinen - t 0,07
5 11,686 987,1 mircene 0,11 0,28 0,24
6 12,178 1002,2 a-fellandren 4,42 0,29 0,46
7 12,902 1022,9 0-cimen 0,39 t 0,45
8 13,040 1026,8 limonen 0,41 0,40 0,38
9 13,055 1027,7 pS-fellandren 0,37 0,30 0,3
10 13,138 1029,6 1,8-cineol t 0,25 0,28
11 13,351 1035,7 (2)-p-ocimen 0,21 t -
12 14,138 1058,3 y-terpinen 0,41 0,38 1,37

cis-sabinen
13 14,443 1066,9 hidrat - t 0,04
14 15,219 1089,1 fenhon 1,28 541 6,26
15 15,589 1099,6 linalool - - 0,05
16 17,236 1147,0 kamfor - t 0,21
17 18,391 1180,2 terpinen-4-ol - t 0,06
18 18,865 1193,7 o-terpineol - t 0,03
19 19,175 1202,8 metil-kavikol 4,65 7,08 26,6

(estragol);
20 20333 12371 exo-fenhil-acetat; 0.15 )
21 20,978 1256,3 cis-anetol 0,16 t 0,05
22 21,063 1258,9 p-anis aldehid t t 0,21
23 22,215 1293,1 trans-anetole 84,05 83,87 61,61
24 22,625 13055 timol 0,13 t 0,24
25 26,886 14406 a-trans- 0,09 - -

bergamoten

endo- fenhil -
26 27,314 1454.6 izovalerat 0,21 - t

exo-fenhil-
27 27,377 1456,8 izovalerat 0,35 - t
28 27,851 1472,4 endo-fenhil 1,07 - t

valerat
29 28,029 1478,2 exo-fenhi valerat 0,31 - t
30 28,336 1488,4 germakren D 0,4 t t
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5.6. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST ETARSKOG ULJA | EKSTRAKATA
MORACA

Antioksidativna aktivnost (AO) odredivana uz DPPH-radikal imala je vrednosti 1Cso od
35,66 do 344,82 pg/mL za ekstrakte. Najbolju ICso vrednost pokazao je 80% metanolni ekstrakt
nedozrelog ploda moraca (40,87+0,32 pg/mL), a najslabiju vodeni ekstrakt lista moraca
(344,82+9,43ug/mL).

Od ekstrakata najbolju inhibiciju lipidne peroksidacije u emulziji [-karoten/linolna
kiselina pokazao je 80% ekstrakt zrelog ploda moraca (ICs0=228,13+5,08ug/mL), a najslabiju
vodeni ekstrakt zrelog ploda moracéa (ICs0=433,93+6,64ug/mL).

Od etarskog ulja najbolju inhibiciju lipidne peroksidacije u emulziji g-karoten/linolna
kiselina pokazalo je etarsko ulje lista moraca (ICs0=0,36+0,05uL/mL), a najslabiju etarsko ulje
zrelog ploda moraca (1Cs0=1,54+0,18 puL/mL).

Rezultati antioksidtivne aktivnosti ekstrakata i etarskog ulja moraca, kao i pozitivna

kontrola sa askorbinskom i ruzmarinskom kiselinom prikazani su u tabelama 5.22., 5.23. i 5.24.
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Tabela 5.22. Antioksidativna aktivnost ekstrakata i etarskog ulja moraca (ICso pg/mL; ICso

puL/mL)
100ME 80% ME H20 ETARSKO ULJE
DPPH p-karoten DPPH p-karoten DPPH p-karoten | DPPH |p-karoten
LIST 43,31+2,56%4| 233,139,11% [42,52+1,20%4(397,80+6,51°4| 344,82+9,43A |418,10+5,76°| 0,00°* |0,36+0,05%
NC%EESISE 40,63+2,4224(311,67+6,55%8:C|40,87+0,32"8|211,00+9,59°B| 176,56+5,60°® [385,03+5,01°8] 0,009 |0,70+0,08
SESS 83,58+0,69%8| 299,70+8,61%® |49,89+0,40°C|228,13+5,08"C| 187,49+8,14°B |433,93+6,64C| 0,009 |1,54+0,18C
STABLO |95,66+0,73%| 320,83+8,37%C |46,79+0,69°°| 356,4+4,47°C |177,40+10,24°8|383,83+4,128 / /

biljnog organa

ekstrakata razli¢itih biljnih organa

slobodnog radikala ili spre¢ava obezbojavanje 50% f-karotena

100ME-metanolni ekstrakt ekstrahovan u apsolutnom metanolu, 80% ME-metanolni ekstrakt ekstrahovan u 80

5 metanolu , H.O-vodeni ekstrakt, ICso-koncentracija ekstrakta ili ulja koja inhibira 50 % aktivnosti DPPH

a,b,c Mala razli¢ita slova u redu oznacavaju statitisticki znac¢ajnu razliku (p<0,05) izmedu razli¢itih ekstrakata istog

A, B, C Velika razlicita slova u koloni oznacavaju statitisticki znacajnu razliku (p<0,05) izmedu istih tipova

Tabela 5.23. Pozitivna kontrola za DPPH sa

ruzmarinskom (RK) i askorbinskom (AK)

Tabela 5.24.Pozitivna kontrola za f-karoten

sa ruzmarinskom (RK) i askorbinskom (AK)

kiselinom kiselinom

pozitivna kontrola pg/mL pozitivna kontrola ug/mL
RK 6,09 + 0,48 RK 32,55+1,62
AK 474 +0,34 AK 22,95+1 52
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5.7. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST EKSTRAKATA | ETARSKOG ULJA
MORACA

Ispitivani ekstrakti i etarska ulja su pokazali slabiju antimikrobnu aktivnost protiv
razli¢itih Gram (+) i Gram (-) bakterija, Testirane koncentracije ekstrakata su bile od 0,10-100
mg/mL, a testirane koncentracije ulja su bile 0,05-50 pL/mL.

Najbolje MIC/MBC koncentracije su dobijene od 100% metanolnog ekstrakta zrelog
ploda moraca (6,25/25,00 mg/mL protiv sojeva Streptococcus pneumoniae i Staphylococcus
aureus), dok vodeni ekstrakt lista moraca nije pokazao nikakvu antimikrobnu aktivnost protiv
ispitivanih sojeva G (+) i G (-) bakterija.

Etarsko ulje nedozrelog ploda moraca je imalo najbolju MIC koncentraciju (3,13

pML/mL) protiv sojeva Escherichia coli i Proteus mirabilis.

Rezultati antimikrobne aktivnosti ekstrakata i etarskog ulja moraca prikazani su u
tabelama 5.25. i 5.26.
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Tabela 5.25. Minimalna inhibitorna (MIC) i minimalna baktericidna koncentracija u mg/mL ekstrakta moraca i antibiotika na Gram

(+) i Gram (-) bakterijske sojeve

G(+)

(MIC/MBC mg/mL)

G(-)

MIC/MBC (mg/mL)

IZOLOVANI | Streptococcus | Staphylococcus | Enterococcus Klebsiella Escherichia | Morganella Escherichia | Enterobacter | Pseudomonas Proteus
BAKTERIJSKI | pneumoniae aureus faecalis pneumoniae coli morganii coli aerogenes aeruginosa mirabillis
SOJEVI | (iz ispljuvka) (iz grla) (iz stolice) (iz ispljuvka) (iz grla) (iz grla) (iz stolice) ((iz stolice) (iz stolice) (iz stolice)
1ZVOR
IZOLATA
100,00/>100,00
List M 25,00/100,00 100,00/>100,00 | 100,00/>100,00 25,00/50,00 100,00/>100,00 50,00/100,00 100,00/>100,00 | 100,00/>100,00 | 100,00/>100,00
25,00/50,00
List M 80% 25,00/50,00 25,00/25,00 100,00/>100,00 50,00/50,00 50/>100,00 50,00/50,00 50,00/>100,00 50,00/>100,00 | 100,00/>100,00
25,00/>100,00
Ii: List vodeni 100,00/>100,00 100,00/>100,00 | 100,00/>100,00 | 50,00/>100,00 | 100,00/>100,00 | 100,00/>100,00 | 100,00/>100,00 | 100,00/>100,00 | 100,00/>100,00
<
if 100,00/>100,00
o4 Plod nedozreli M 25,00/50,00 50,00/50,00 100,00/>100,00 | 50,00/>100,00 25,00/25,00 50,00/>100,00 50,00/>100,00 25,00/50,00 50,00/50,00
|_
Q Plod nedozreli M 50,00/>100,00
ﬁ 80% 12,50/12,50 25,00/25,00 100,00/>100,00 50,00/50,00 12,50/25,00 50,00/50,00 50,00/50,00 50,00/50,00 50,00/50,00
|_
& Plod nedozreli 50,00/>100,00
S vodeni 100,00/>100,00 100,00/>100,00 | 100,00/>100,00 50,00/50,00 50,00/>100,00 | 100,00/>100,00 | 100,00/>100,00 | 100,00/>100,00 | 100,00/>100,00
6,25/25,00
Plod zreli M 6,25/25,00 25,00/25,00 100,00/>100,00 | 50,00/>100,00 12,50/12,50 50,00/50,00 25,00/25,00 50,00/>100,00 | 100,00/>100,00
12,50/25,00
Plod zreli M 80% 6,25/25,00 25,00/50,00 100,00/>100,00 | 50,00/>100,00 25,000/25,00 100,00/>100,00 | 100,00/>100,00 | 100,00/>100,00 | 100,00/>100,00
5 Chlorampheniol
o
E M LC;;'\mAE)C u 7,80/7,80 1,90/1,90 7,80/7,80 1,90/3,90 1,90/3,90 0,90/1,90 3,90/3,90 3,90/7,80 7,80/7,80 7,80/7,80
P
o
X
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Tabela 5.26. Minimalna inhibitorna (MIC) i minimalna baktericidna koncentracija u pL/mL etarskog ulja moraca i antibiotika na

Gram (+) i Gram (-) bakterijske sojeve

G(+) G(-)
(MIC/MBC mg/mL) MIC/MBC (mg/mL)

IZOLOVANI Streptococcus | Staphylococcus | Enterococcus Klebsiella Escherichia Morganella Escherichia Enterobacter Pseudomonas Proteus

BAKTERIJSKI | pneumoniae aureus faecalis pneumoniae coli morganii coli aerogenes aeruginosa mirabillis

SOJEVI | (iz ispljuvka) (iz grla) (iz stolice) (iz ispljuvka) (iz grla) (iz grla) (iz stolice) ((iz stolice) (iz stolice) (iz stolice)

1ZVOR

IZOLATA
< PL%%:;?“ 12,50/>100,00 100,00/>100,00 | 100,00/>100,00 | 100,00/>100,00 | 50,00/>100,00 | 50,00/>100,00 | 100,00/>100,00 | 100,00/>100,00 | 100,00/>100,00 | 100,00/>100,00
I
= List 25,00/>5000 | o5 60155000 | 50,00550,00 | 2500/550,00 | 6,25/>50,00 | 2500/>50,00 | 12,50/>50,00 | 50,00/>50,00 | 12,50/>50,00 | 12,50/>50,00
L
E Plod nedozreli 12,50/>50,00 25,00/>50,00 50,00/>50,00 12,50/>50,00 3,13/>50,00 12,50/>50,00 3,13/>50,00 50,00/>50,00 6,25/>50,00 3,13/>50,00
>

Plod zreli 12,50/>50,00 12,50/>50,00 50,00/>50,00 12,50/>50,00 6,25/>50,00 12,50/>50,00 6,25/>50,00 50,00/>50,00 6,25/>50,00 6,25/>50,00
< .
= | Chlorampheniol
g (MIC/MBC u
E ug/mL) 7,80/7,80 1,90/1,90 7,80/7,80 1,90/3,90 1,90/3,90 0,90/1,90 3,90/3,90 3,90/7,80 7,80/7,80 7,80/7,80
pd
©)
X
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6. DISKUSIJA

6.1. FITOKONSTITUENTI MORACA

U uvodnom delu je navedeno da se mora¢ od davnina zbog svog karakteristicnog i
prijatnog mirisa koristi kao dodatak razli¢itim jelima i napicima. U razli¢itim delovima sveta
morac se koristio i za leCenje brojnih stanja i oboljenja.

Polifenoli, flavonoidi i isparljiva jedinjenja kao $to su trans-anetol, estragol i fenhon su
opisani u literaturi kao glavni fitohemijski sastojci ove biljke.

Roby i sar (2013) su ispitivali sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima ploda moraca,
pri ¢emu su dobili rezultate da je njihov najveéi sadrzaj u metanolnom ekstraktu ploda moraca.
Dua i sar (2013) su, takode, ispitivanjem sadrzaja ukupnih polifenola u razli¢itim ekstraktima
moraca dokazali da ih najviSe ima u 80 % metanolnom ekstraktu ploda moraca, §to je u skladu sa
nasim rezultatima koji pokazuju da je najveci sadrzaj ukupnih polifenola u 80% metanolnom
ekstraktu nedozrelog ploda moraca (96,71+2,94 mg GAE/g), s tm Sto je njihov sadrzaj kod
navedenih autora bio drasti¢no nizi (16,506+0,32mg GAE/g). Kod Confortija i sar (2006)
ukupan sadrzaj polifenola u moracu je bio 100 mg GAE/g. Razlike u ovim vrednostima mogu
biti podledica razliite efikasnosti rastvaraca u rastvaranju endogenih jedinjenja.

Faudale 1 sar (2008) su ispitivali najzastupljenija fenolna jedinjenja u moracu iz
razli¢itih delova Evrope. Od fenolnih Kiselina to su bile hlorogenska kiselina, neohlorogenska
kiselina, kriptohlorogenska kiselina, ruzmarinska Kiselina, 1,3-dikafenoilhina kiselina, 1,4-
dikafenoilhina kiselina, 1,3-dikafenoilhina kiselina $to je u skladu sa nasim rezultatima. Rutin je
flavonoid koji je najzastupljeniji u svim delovima biljke $to je u skladu sa rezultatima koji su
dobili Faudale i sar (2008) i Parejo i sar (2004). Takode, identifikovan je i mikvelianin u svim
ekstraktima osim u metanolnom ekstraktu zrelog ploda moraca ekstrahovanom u apsolutnom
metanolu. Roby i sar (2013) su objavili da su kvercetin i apigenin najzastupljeniji flavonoidi u
moracu. NaSi rezultati pokazuju znacajno pisustvo kvercetina u svim ekstraktima moraca,
medutim apigenin nije detektovan Sto moze biti posledica njegove nestabilnosti i osetljivosti

metode na druga jedinjenja (Justesen i sar, 1998).
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Hemijskom analizom sve tri vrste etarskog ulja identifikovano je ukupno 30 jedinjenja
od kojih je najzastupljeniji trans-anetol sa 84,05% u etarskom ulju lista, 83,87% u etarskom ulju
zrelog ploda i 61,61% u etarskom ulju nedozrelog ploda. Takode su, u znacajnijem procentu,
zastupljeni 1 estragol (od 4,65 do 26,6%) i fenhon (1,28 do 6,26%) §to je u skladu sa
istrazivanjem koje su radili Guillén i Manzanos (1996) kod kojih su najzastupljenija jedinjenja u
etarskom ulju ploda, lista i stabljike bili trans-anetol (68,6 do 75%), fenhon (8,4 do 14,7%) i
estragol (5,09 do 9,10%). Damjanovi¢ i sar (2005) su objavili da je iz etarskog ulja ploda moraca
izolovanog hidrodestilacijom identifikovano 19 isparljivih jedinjenja, od kojih su najzastupljenija
trans-anetol (62%), fenhon (20,3%) i estragol (4,9%). Diao i sar (2014) su objavili da je u
etarskom ulju ploda moraca identifikovano 28 jedinjenja od kojih su najzastupljenija trans-anetol
(68,53 %), estragol (10,42%), limonen (6,24%) i fenhon (5,45%). Mimica-Dukic i sar (2003) su,
takode, ispitivali prisustvo isparljivih jedinjenja u etarskom ulju ploda moraca i trans-anetol
(74,18%), fenhon (11,32%), estragol (5,29%), limonen (2,53%) i a-pinen (2,77%) su
identifikovani kao najzastupljenija jedinjenja. Po Ozcan-u i sar (2006) najzastupljenija jedinjenja
u etarskom ulju gorkog moraca (F. vulgare spp. piperitum) koji raste u Turskoj su estragol
(61,08% i 40,49%), fenhon (23,46% i 16,90%) i limonen (8,68% i 17,66%). Varijacije u sadrzaju
hemijskih jedinjenja u etarskom ulju moraca iz razli¢itih zemalja je, verovatno, posledica
razli¢itih agroklimatskih uslova, stadijuma zrelosti i adaptacionog metabolizma biljke. Telci i sar
(2009) su zakljucili da se sadrzaj ovih jedinjenja u etarskom ulju menja sa stadijumom zrelosti
moraca tj, da opada sa sazrevanjem biljke. U nasem istrazivanju, nedozreo plod moraca je
sadrzao manji procenat trans-anetola u odnosu na zreo plod, ali je sadrzao znacajno veci
procenat i estragola i fenhona, a vec¢i broj isparljivih jedinjenja i kvalitativno 1 kvantitativno je
identifikovano u etarskom ulju nedozrelog ploda moraca (27 jedinjenja od toga 5 u tragovima)

nego u etarskom ulju zrelog ploda (23 jedinjenja, od toga toga 13 u tragovima).
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6.2. SPAZMOLITICKA | BRONHODILATATORNA AKTIVNOST ETARSKOG
ULJA I EKSTRAKATA MORACA

Jedan od faktora koji utiCe na funkcionisanje digestivnog sistema i pravilno varenje i
apsorpciju sastojaka hrane je intestinalna pokretljivost. Koordinaciju kontrakcija glatkih misi¢a
vrse kompleksni mehanizmi, koji ukljuuju brojne receptore za razliCite ekscitatorne ili
inhibitorne supstance (Blackshaw i sar, 2007).

Pregledom literature, utvrdeno je da postoji malo podataka o dejstvu etarskog ulja i
ekstrakata moraca na glatku muskulaturu tankog creva. S obzirom na to da je poznato da se
mora¢ od davnina koristi kod raznih poremecaja gastrointestinalnog trakta (nadutost, gasovi,
infantilne kolike), o¢ekivano je bilo da ¢e ispitivani uzorci ispoljiti spazmoliticki efekat. Takode,
poznato je da flavonoidi, kojima je mora¢ bogat, poseduju spazmoliticki efekat, te je to bio jos
jedan razlog za ispitivanje ovog efekta moraca.

Etarska ulja moraa su ostvarila veoma potentnu inhibitornu aktivnost u svim
eksperimentalnim modelima, pri ¢emu su najjace inhibisane kontrakcije izazvane Ach. Ova
¢injenica navodi na zakljucak da etarsko ulje svoje efekte ostvaruje pre svega uticajem na
muskarinske receptore, ali se ovaj spazmolitic¢ki efekat ne moze pripisati samo antiholinergi¢kom
delovanju, posto ispoljava relaksantne efekte i na spontane i na kontrakcije izazvane kalijum-
hloridom.

NaSe ispitivanje je pokazalo da je najzastupljenije jedinjenje u etarskom ulju lista,
nedozrelog i zrelog ploda moraca trans-anetol. Imaseki (1962) je ispitivao efekte trans-anetola
na kontraktilnost tankog creva miSeva i ustanovljeno je da je ostvaren relaksantni efekat na
motilitet creva, ali primenom vecih koncentracija trans-anetola (preko 50 mg/l), te se
spazmoliticko delovanje etarskog ulja moraca moze makar delimi¢no objasniti spazmolitickim
delovanjem trans-anetola.Takode, podaci u literaturi su pokazali da anetol izaziva relaksaciju
glatke muskulature izolovanog ileuma zamorca (Reiter i Brondet, 1985) i skeletne muskulature
(Albuquerque i sar, 1995).

I metanolni ekstrakti ekstrahovan 80% metanolom i apsolutnim metanolom ispoljili
relaksantno delovanje u svim eksperimentalnim modelima, pa se moze pretpostaviti da ekstrakti

svoj spazmoliticki efekat ostvaruju razli¢itim mehanizmima. Inhibitorni efekat na spontane
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kontrakcija ekstrakti verovatno ispoljavaju usled prisustva fenolnih jedinjenja. Flavonoidi i
fenolne kiseline su najbrojnije grupe fenolnih jedinjenja. Poznato je da kvercetin in vitro izaziva
relaksaciju tankog creva, stimulisanog primenom kalijum-hlorida (Lozoya i sar, 1994). Takode je
poznato je da su ova jedinjenja antagonisti kalcijumskih kanala i da ispoljavaju antiholinergi¢ku
aktivnost (Gilani i sar, 2006).

Inhibitorni efekat ulja i ekstrakata moraca na kontrakcije izolovanog ileuma pacova
indukovane ACh-om verovatno je posledica blokade muskarinskih receptora. Poznato je da su u
gastrointestinalnom traktu najzastupljeniji M2 i M3 podtipovi muskarinskih receptora, pri cemu
je M2 podtip nekoliko puta zastupljeniji od podtipa Ms. Poznato je da ACh izaziva kontrakcije na
izolovanom ileumu pre svega preko M3 receptorskog puta koji podrazumeva hidrolizu
fosfoinozitola i mobilizaciju intraéelijskog Ca?* (Ehlert i sar, 1999), kao i otvaranja voltazno-
zavisnih Ca®*-kanala L-tipa i ulaska Ca?* u ¢eliju (Zhang i sar, 2005). Ovo ukazuje na postojanje
voltazno-zavisnih kanala L-tipa u tankom crevu pacova (El Bardai i sar, 2004).

Inhibitorni efekat ekstrakata na kontrakcije izazvane KCl-om moze se objasniti
blokadom voltazno-zavisnih kalcijumskih kanala L-tipa i otvaranjem kalijumovih kanala.
Kontraktilnost glatke muskulature nastaje usled depolarizacije membrane glatkih misica koja je
uzrokovana visokim koncentracijama K*-jona. Kalijum u visokoj koncentraciji otvara voltazno
zavisne Ca®*-kanale L-tipa, ekstraéelijski Ca®" ulazi u éeliju i izaziva kontrakciju glatkih migi¢a
(Godfrain, 1986). Kako su ekstrakti moraca izazivali inhibiciju kontrakcija izazvanih KT,
mozemo zaklju¢iti da je spazmoliticko dejstvo nastupilo usled dejstva ekstrakta na Ca?*-
volatazno zavisne kanale L-tipa §to dovodi do smanjenja koncentracije Ca?* i relaksacije glatkih
miSica creva. Navedeni mehanizam predstavlja najée$¢i nacin delovanja biljnih ekstrakta (Gilani,
2006; Brankovi¢, 2009), jer do kontrakcija glatkih misi¢a izolovanog ileuma dolazi usled
povecanja koncentracije Ca%* jona u citoplazmi.

Moze se zakljuciti da je metanolni ekstrakt ostvario jace spazmoliti¢ko delovanje prema
spontanim kontrakcijama, kao i prema kontrakcijama izazvanim ACh i KCI u odnosu na vodeni
ekstrakt. Fenolna jedinjenja, kojima se moZe pripisati relaksantni efekat u ispitivanim modelima
prisutna su u svim testiranim ekstraktima, pri ¢emu je njihova zastupljenost bila viSestruko veca
u metanolnim (80 i 100%) nego u vodenom ekstraktu. Analiziraju¢i dobijene rezultate i
zastupljenost u mg GAE/g ovih jedinjenja u 100% metanolnom ekstraktu (od 64,49+4,58 u
ekstraktu stabla do 88,65+11,51 u ekstraktu lista ), 80% metanolnom ekstraktu (od 68,66+7,71 u
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ekstraktu zrelog ploda do 96,71+2,94 u ekstraktu nedozrelog ploda) i vodenom ekstraktu (od
36,70+3,10 u ekstraktu stabla do 57,1148,32 u ekstraktu zrelog ploda), moze se pretpostaviti da
su upravo ova jedinjenja u znacajnoj meri odgovorna za aktivnost ekstrakata.

Ispitivali smo i efekte etarskog ulja i ekstrakta moraca na kalcijum-hloridom stimulisane
kontrakcije ileuma pacova kako bismo ispitali da li ovi uzorci dominantno ispoljavaju svoje
spazmoliti¢ke efekte preko voltazno-zavisnih Ca?*-kanala.

Oba uzorka koja smo Kkoristili su pokazala zna¢ajnu inhibiciju Ca?* stimulisanih
kontrakcija. U koncentraciji od 3 mg/mL, 100% metanolni ekstrakt je snizio kontrakcije izazvane
kalcijum-hloridom na 76,79+7,66%, a etarsko ulje u istoj koncentraciji na 63,25+7,39% $to je
dokaz dejstva uzoraka na smanjenje aktivnosti voltazno zavisnih Ca?*-kanala L tipa. Ispitivali
smo i efekte etarskog ulja i ekstrakta moraca na barijum-hloridom stimuslisane kontrakcije
ileuma pacova. Barijum-hlorid je neselektivni blokator K*-kanala (Liu i sar, 2001). On uzrokuje
depolarizaciju membrane i kontrakciju glatkih miSi¢a ileuma. Svoj efekat, verovatno, ostvaruje
poveéanjem koncentracije Ca®*, mobilizacijom intracelularnog Ca®*. Medutim, doglo je i do
znacajne inhibicije kontrakcija stimulisanih BaCl2-om dejstvom ekstrakta i etarskog ulja moraca.
U koncentraciji od 3 mg/mL, 100% metanolni ekstrakt je snizio kontrakcije izazvane BaCl, na
75,61£7,86%, a etarsko ulje u istoj koncentraciji na 65,49+4,91% Sto ukazuje da se
spazmoliti¢ko dejstvo ekstrakta i etarskog ulja ove biljke ne mozZe pripisati samo uticajem na
voltazno zavisne Ca?*-kanale L tipa, veé i dejstvom na K*-kanale ¢ime se spre¢ava poveéanje
koncentracije intracelularnog Ca?* mobilizacijom iz depoa.

Ispitivanje spazmolitickih efekata ekstrakta i etarskog ulja pacova u prisustvu L-NAME
tankog creva pacova je pokazalo da u njegovom prisustvu ne dolazi do statisticki znacajne
promene spazmolitickog efekta uzoraka S§to ukazuje da NO nema ulogu u ispoljavanju
spazmoliticke aktivnosti ekstrakata i etarskog ulja moraca.

Najsire prihvaceno delovanje NO u crevu je uticaj NO na relaksaciju glatkih misica
(Sanders, 1992).

Tonus bronhijalne glatke muskulature reguliSu brojni inhibitorni ili stimuliSuéi
faktori. PoSto postoje podaci o tradicionalnoj primeni moraca za lecenje bronhijalne astme
(Boskabady i Khatami, 2003) sprovedeno je ispitivanje uticaja ekstrakata i etarskog ulja moraca

na kontrakcije izolovane traheje pacova. Dobijeni rezultati su pokazali da etarsko ulje zrelog
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ploda moraca i ekstrakt lista moraca dobijen apsolutnim metanolom ispoljavaju relaksantni
efekat i umanjuju kontraktilnost glatkih misi¢a traheje.

Relaksantni efekti etarskog ulja zrelog ploda moraca su bili viSe izrazeni u odnosu na
ekstrakt lista moraca dobijen apsolutnim metanolom. Jaci inhibitorni efekti etarskog ulja zrelog
ploda moraca su verovatno posledica prisustva vece koli¢ine bioloski aktivnih sastojaka.
Dobijene rezultate potvrduju podaci u literaturi. Boskabady 1 sar (2004) su naveli da ulje, vodeni
I etanolni ekstrakti nadzemnog dela morac¢a umanjuju kontraktilnost izolovane traheje zamorca.

Relaksacija glatkih miSi¢a moze nastati usled smanjenja koncentracije jona kalcijuma u
Kuriyama i sar, 1982). Radi ispitivanja potencijalnog mehanizma relaksantnog dejstva moraca,
osim na spontane kontrakcije, pracen je uticaj etarskog ulja zrelog ploda moraca i ekstrakta lista
moraca dobijen apsolutnim metanolom na acetilholinom i KCI stimulisane kontrakcije glatke
muskulature traheje.

Parasimpatic¢ki deo autonomnog nervnog sistema, odnosno n.vagus inervisu bronhijalne
glatke miSi¢e. Poznato je da muskarinski receptori imaju znacajnu ulogu u patogenezi
bronhijalnog spazma, odnosno njihova aktivacija dovodi do kontrakcije bronhijalnih glatkih
miSi¢a (Tattersfield i sar, 2002). Antagonisti muskarinskih receptora se zbog toga koriste za
lecenje ne samo bronhijalne astme, ve¢ 1 bronhitisa 1 hroni¢nih opstruktivnih pluénih oboljenja
(Barnes i Hansel, 2004).

Etarsko ulje zrelog ploda moraca i ekstrakt lista moraca dobijen apsolutnim metanolom
proporcionalno primenjenoj koncentraciji inhibisali su acetilholinom izazvane kontrakcije traheje
pacova. Inhibitorni efekat na kontrakcije indukovane acetilholinom verovatno je posledica
uticaja bioloski aktivnih sastojaka moraca na muskarinske receptore u bronhijalnoj muskulaturi.
Acetilholinom stimulisane kontrakcije glatkih miSi¢a traheje nastaju usled povecanja
koncentracije jona kalcijuma u citoplazmi, odnosno aktivacije M1 muskarinskih receptora, a
zatim stimulacije Gq proteina i fosfolipaze C, Sto uzrokuje nastanak inozitol 1,4,5 tri-fosfata koji
stimuliSe oslobadanje jona kalcijuma iz sarkoplazmatskog retikuluma (Felder, 1995). Usled
povecanja koncentracije jona kalcijuma u citoplazmi, stimuliSe se ulazak jona kalcijuma iz
ekstracelijske tenosti (Berridge i sar, 1989; Berridge, 1991).

Kontrakcije izolovane traheje indukovane rastvorom kalijum-hlorida nastaju usled

povecanja koncentracije jona kalcijuma u citoplazmi glatkomiSi¢nih celija, $to je posledica
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aktivacije voltazno-zavisnih kalcijumskih kanala (Gilani i sar, 2007). Etarsko ulje zrelog ploda
moraca i ekstrakt lista moraca dobijen apsolutnim metanolom, proporcionalno primenjenoj
koncentraciji i statisticki znaajno umanjuju kontraktilnost glatke muskulature traheje, tako da
dobijeni efekti mogu nastati usled uticaja na aktivnost voltazno-zavisnih kalcijumskih kanala i
ulazak jona kalcijuma u miSi¢ne cCelije.

Dobijeni rezultati pokazuju da etarsko ulje zrelog ploda moraca i ekstrakt lista moraca
dobijen apsolutnim metanolom relaksantno dejstvo na glatku muskulaturu izolovane traheje
ostvaruju uticajem na holinergicke receptore i kalcijumske kanale, $to moze biti posledica
prisustva flavonoida, jer ti sastojci moraca poseduju antiholinergicku aktivnost i inhibisu

kalcijumske kanale (Gao i sar, 2016).
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6.3. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST ETARSKOG ULJA | EKSTRAKATA
MORACA

Antioksidansi koji se javljaju u prirodi mogu da imaju protektivnu ulogu od osSte¢enja
izazvanim oksidativnim stresom, te smo zato i ispitivali kakav antioksidativni potencijal imaju
etarsko ulje i ekstrakti moraca.

Ekstrakti (metanolni, ekstrahovani u 80% i apsolutnom metanolu i vodeni) su pokazali
statisticki znacajne razlike u sposobnosti hvatanja slobodnih radikala i inhibicije lipidne
peroksidacije, bilo da se radilo o DPPH-metodi ili sistemu S-karoten/linolna kiselina. Razlike su
bile ocekivane zbog varijacija u sadrzaju sekundarnih metabolita.

Anwar (2009) je proucavajuéi antioksidativnu aktivost pokazao da 80% metanolni
ekstrakt ploda moraca pokazuje najbolju sposobnost hvatanja slobodnih radikala, bolju od 100%
metanolnog i etanolnih ekstrakta, §to je u skladu sa naSim rezultatima gde je 80% ekstrakt
nedozrelog ploda pokazao najbolju DPPH aktivnost (ICs0=40,87+0,32 pg/mL). Vodeni ekstrakt
je pokazao slabiju sposobnost u hvatanju slobodnih radikala u odnosu na metanolne ekstrakte,
Sto je u skladu sa sadrzajem ukupnih polifenola i flavonoida u ovim ekstraktima. Faudale (2008)
je ispitivala antioksidativnu aktivnost moraca iz razli¢itih zemalja i zakljucila da antioksidativni
potencijal zavisi od sadrZaja ukupnih polifenola, $to je u skladu sa naSim rezultatima, gde su
najve¢u DPPH aktivnost pokazali ekstrakti sa najvec¢im sadrzajem ukupnih polifenola. Oktay
(2003) je pokazao da i etanolni 1 vodeni ekstrakti moraa pokazuju znacajnu antioksidativnu
aktivnost, ali da, zbog veceg sadrzaja sekundarnih metabolita, etanolni ekstrakt pokazuje bolju
aktivnost.

Antioksidativna aktivnost metanolnih ekstrakata se moze donekle objasniti prisustvom
dve kiseline: hlorogenske i dikafenolihine. Smatra se da one svoju aktivnost ostvaruju
inhibicijom stvaranja novih kiseoni¢nih vrsta (Upadhyay i sar, 2013). Olszewska (2012) je
ispitivala antiksidantni potencijal hlorogenske kiseline.

Lipidina peroksidacija je lancana reakcija koja je inicirana delovanjem reaktivnih oblika
kiseonika. Usled ove reakcije nastaju lipidni peroksidi, a njihovom daljom razgradnjom nastaju

toksicni aldehidi manje molekulske mase od kojih je najpoznatiji malonil-dialdehid (MDA).
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Lipidna oksidacija je uzrok gubitka boje 1 ukusa mesa, pogorSanja njegove teksture, kvaliteta i
gubitka hranljivih sastojaka u njemu (Min i sar, 2005).

Sto se ti¢e naSih rezultata, etarsko ulje i ploda i lista morada je pokazalo odli¢nu
aktivnost zastite od lipidne peroksidacije (IC50=0,36+0,05 do 1,54+0,18 pl/mL), $to je u skladu
sa rezultatima koje su objavili Garga (2009) i Ruberto (2000).

Ekstrakti moraca su pokazali slabiju aktivnost zastite od lipidne peroksidacije u odnosu
na etarsko ulje. Najbolje rezultate nam je dao 80% metanolni ekstrakt nedozrelog ploda moraca

Sto je u skladu sa sadrzajem sekundarnih metabolita u ovom ekstraktu.
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6.4. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST ETARSKOG ULJA | EKSTRAKATA
MORACA

Postoje publikovane studije o antimikrobnoj aktivnosti etarskog ulja i ekstrakta moraca.
Uglavnom su ispitivani efekti ulja i ekstrakata ploda moraca protiv Gram (-) 1 Gram (+)
bakterija.

Gotovo sva izolovana etarska ulja pokazuju slabiju ili ja¢u antimikrobnu aktivnost.
Usled lipofilnog karaktera, najces¢e se komponente etarskog ulja inkorporiraju u membranu
mikroorganizma i inhibiraju transport elektrona u procesu fosforilacije.

Podaci o antimikrobnoj aktivnosti moraca su razli¢iti. Lo Cantore (2004) je ukazao na
slabu osetljivost E. coli na etarsko ulje moraca. Anwar (2008), tekode, navodi osrednju
antimikrobnu aktivnost moraca. Ozcan (2006) je naveo da etarska ulja moraca pokazuju
inhibitorni efekat na rast Sirokog spektra bakterija Bacillius. Gulfraz (2008) je objavio da etarsko
ulje moraca pokazuje bolju antimikrobnu aktivnost od metanolnog i etanolnog ekstrakta. Roby
(2013) je ispitivao antimikrobne efekte razli¢itih ekstrakata ploda moraca protiv Gram (-) i Gram
(+) bakterija i metanolni ekstrakt je pokazao bolju antimikrobnu aktivnost od ostalih ekstrakata.
Shrivastava 1 Bhargava (2012) su ispitivali antibakterijski efekat razlicitih ekstrakata lista 1 cvasti
moraca i dokazana je znacajna osetljivost E. coli na metanolni ekstrakt cveta moraca, dok je
Staphylococcus aureus pokazao vecu osetljivost na hloroformni ekstrakt morac¢a. Dua (2013) je
dokazao da metanolni ekstrakt ploda morac¢a znacajno inhibiSe rast bakterija Staphylococcus
aureus i Bacillus pumilus. Cetin (2010) je ispitivala antimikrobne efekte etarskog ulja i
ekstrakata moraca i dokazala je da etarsko ulje, usled znacajnog prisustva trans-anetola pokazuje
znacajnu antimikrobnu aktivnost, vecu od ekstrakata.

Sto se ti¢e nasih rezultata, najbolje MIC/MBC koncentracije su dobijene kod 100%
metanolnog ekstrakta zrelog ploda moraca (MIC/MBC-6,25/25,00 mg/mL protiv sojeva
Streptococcus pneumoniae i Staphylococcus aureus), dok vodeni ekstrakt lista moraca nije
pokazao nikakvu antimikrobnu aktivnost.

Etarsko ulje nedozrelog ploda moraca je imalo najbolju MIC koncentraciju (3,13

pML/mL) protiv sojeva Escherichia coli i Proteus mirabillis. Ostali uzorci su pokazali slabiju
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antimikrobnu aktivnost, §to je u skladu sa publikovanim podacima o evidentnim razlikama u

antimikrobnoj aktivnosti moraca.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata dobijenih ispitivanjem etarskog ulja, metanolnih ekstrakata
(ekstrahovanih u apsolutnom i 80% metanolu) i vodenih ekstrakata razli¢itih nadzemnih delova

moraca (Foeniculum vulgare Miller) mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

. Etarsko ulje i ekstrakti moraca su ispoljili znacajan relaksantni efekat na spontane kontrakcije
glatke muskulature ileuma pacova. Jaci spazmoliticki efekat su ostvarila etarska ulja od
ekstrakata. Najbolje dejstvo na spontane kontrakcije je imalo etarsko ulje lista moraca iz 2012.

godine koje je u koncentraciji od 3 mg/mL snizilo spontane kontrakcije ileuma na 50,65+9,2%.

. Etarsko ulje i ekstrakti moraca su ispoljili znacajan inhibitorni efekat na kontrakcije ileuma
pacova stimulisane acetilholinom. I ovde su etarska ulja pokazala jaci spazmoliti¢ki efekat.
Najveci inhibitorni efekat je pokazalo etarsko ulje zrelog ploda moraca iz 2012. godine koje je u

koncentraciji od 3 mg/mL snizilo kontrakcije stimulisane acetilholinom na 26,61+5,30%.

. Etarsko ulje i ekstrakti moraca su ispoljili znac¢ajan inhibitorni efekat na kontrakcije ileuma
pacova stimulisane rastvorom kalijum-hlorida. Etarska ulja su pokazala jaci spazmoliticki efekat.
Najve¢i inhibitorni efekat je pokazalo etarsko ulje lista moraca iz 2013. godine koje je u
koncentraciji od 3 mg/mL snizilo kontrakcije stimulisane rastvorom kalijum-hlorida na
53,85+3,7%.

. Etarsko ulje zrelog ploda mora¢a i metanolni ekstrakt lista moraca ekstrahovan u apsolutnom
metanolu iz 2014. godine su ispoljili znacajan inhibitorni efekat i na kontrakcije ileuma pacova
stimulisane rastvorom barijum-hlorida i na kontrakcije ileuma pacova stimulisane rastvorom
kalcijum-hlorida, sto ukazuje da se spazmoliticko dejstvo ekstrakta i etarskog ulja ove biljke ne
moZe pripisati samo uticajem na voltazno zavisne Ca?*-kanale L tipa, ve¢ i dejstvom na K*-kanale

&ime se spre¢ava povecéanje koncentracije intracelularnog Ca?" mobilizacijom iz depoa.
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10.

Ispitivanje spazmolitickih efekata ekstrakta i etarskog ulja pacova u prisustvu L-NAME je
pokazalo da u njegovom prisustvu ne dolazi do statisticki znacajne promene spazmolitickog
efekta uzoraka §to ukazuje da azot-monoksid nema ulogu u ispoljavanju spazmoliticke aktivnosti

ekstrakata i etarskog ulja moraca.

Etarsko ulje zrelog ploda mora¢a i metanolni ekstrakt lista moraca ekstrahovan u apsolutnom
metanolu iz 2014. godine su ispoljili relaksantni efekat na spontane kontrakcije glatke
muskulature traheje pacova. Jaci spazmoliticki efekat je ostvarilo etarsko ulje koje je u

koncentraciji od 3 mg/mL smanjilo spontane kontrakcije traheje na 75,34+0,54%.

Etarsko ulje zrelog ploda moraca i metanolni ekstrakt lista moraca ekstrahovan u apsolutnom
metanolu iz 2014. godine su ispoljili inhibitorni efekat na kontrakcije ileuma pacova stimulisane
acetilholinom. Sli¢ne efekte su ostvarili i ulje i ekstrakt, koji su u koncentraciji od 3 mg/mL
inhibirali kontrakcije traheje pacova na 86,71+2,16%, odnosno na 84,95+2,41%.

Etarsko ulje zrelog ploda moraca i metanolni ekstrakt lista morac¢a ekstrahovan u apsolutnom
metanolu iz 2014. godine su ispoljili inhibitorni efekat na kontrakcije ileuma pacova stimulisane
rastvorom kalijum-hlorida. Sli¢ne efekte su ostvarili i ulje i ekstrakt, koji su u koncentraciji od 3

mg/mL inhibirali kontrakcije traheje pacova na 87,39+1,57%, odnosno na 87,13+0,30%.

Postoje razlike u ispoljavanju spazmoliti¢kih efekata etarskog ulja i ekstrakata tokom godina.
Analizom svih uzoraka, najbolje efekte su ispoljili uzorci iz 2013. godine. S obzirom na to da je
biljni materijal tokom sve 3 godine sakupljan sa istog lokaliteta, moze se zakljuciti da ova biljna
vrsta pokazuje znacajnu osetljivost na promene klimatskih uslova tokom odredenog vremenskog

razdoblja.
Postoje razlike u ispoljavanju spazmolitickih efekata etarskog ulja i ekstrakata razli¢itih

nadzemnih delova moraca. Analizom svih uzoraka, najbolje efekte su ispoljili uzorci lista

moraca.
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11.

12.

13.

14.

15.

Postoji znacajna razlika u sadrzaju ukupnih polifenola i flavonoida izmedu metanolnih i
vodenog ekstrakta. Ova jedinjenja su u vec¢oj koli¢ini estrahovana metanolnim rastvara¢ima U

odnosu na vodu.

Metanolni ekstrakti lista i nedozrelog ploda moraca su ispoljili dobru antioksidativnu aktivnost
mehanizmom hvatanja slobodnih radikala. Najbolju DPPH aktivnost je pokazao ekstrakt

nedozrelog ploda moraca ekstrahovan u 80% metanolu (1C50=40,87+0,32 pug/mL).

Etarska ulja moraca su pokazala snaznu inhibiciju lipidne peroksidacije u emulziji p-
karoten/linolna kiselina. Najbolji efekat je pokazalo etarsko ulje lista moraca (ICs0-0,36£0,05

pML/mL). Ekstrakti morac¢a nisu pokazali znac¢ajnu inhibiciju lipidne peroksidacije.

Ispitivani ekstrakti i etarska ulja su pokazali slabiju antimikrobnu aktivnost protiv razli¢itih
Gram (+) i Gram (-) bakterija.

Najbolje MIC/MBC koncentracije su dobijene od 100% metanolnog ekstrakta zrelog ploda
moraca (6,25/25,00 mg/mL protiv sojeva Streptococcus pneumoniae i Staphylococcus aureus),
dok vodeni ekstrakt lista moraca nije pokazao nikakvu antimikrobnu aktivnost protiv ispitivanih
sojeva G (+) i G (-) bakterija. Etarsko ulje nedozrelog ploda moraca je imalo najbolju MIC
koncentraciju (3,13 pL/mL) protiv sojeva Escherichia coli i Proteus mirabilis.
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PRILOG 1

HPLC hromatogrami flavonoida i fenolnih kiselina u ekstraktima moraca (Foeniculum

vulgare Miller)
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Slika 1. HPLC hromatogram flavonoida i fenolnih kiselina u metanolnom ekstraktu lista morac¢a ekstrahovanom u
100% metanolu (3-HK, 4-KK, 6-1,3-DKK, 8-Rt, 9-M, 10-1,5-DKK, 11-HL, 12-1,4-DKK, 13-RK, 14-DKK)
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Slika 2. HPLC hromatogram flavonoida i fenolnih kiselina u metanolnom ekstraktu lista mora¢a ekstrahovanom u
80% metanolu (3-HK, 4-KK, 6-1,3-DKK, 8-Rt, 9-M, 10-1,5-DKK, 11-HL, 12-1,4-DKK, 13-RK, 14-DKK)

i

Ak

T, STa-E80 A Rt ol TLIEA_TADRAE =07

Slika 3. HPLC hromatogram flavonoida i fenolnih kiselina u vodenom ekstraktu lista morac¢a
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Slika 4. HPLC hromatogram flavonoida i fenolnih kiselina u metanolnom ekstraktu zrelog ploda moraca
ekstrahovanom u 100% metanolu (1-DGK, 2-DGK, 3-HK, 5-DGK, 8-Rt, 10-1,5-DKK, 13-RK)
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Slika 5. HPLC hromatogram flavonoida i fenolnih kiselina u metanolnom ekstraktu zrelog ploda moraca
ekstrahovanom u 80% metanolu (2-DGK, 3-HK, 5-DGK, 6-1,3-DKK, 8-Rt, 9-M, 10-1,5-DKK, 13-RK, 14-DKK)
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Slika 6. HPLC hromatogram flavonoida i fenolnih kiselina u vodenom ekstraktu zrelog ploda moraca
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Slika 7. HPLC hromatogram flavonoida i fenolnih kiselina u metanolnom ekstraktu nedozrelog ploda moraca
ekstrahovanom u 100% metanolu (3-HK, 6-1,3DKK, 7-HQ, 8-Rt, 9-M, 10-1,5-DKK, 13-RK, 14-DKK)
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Slika 8. HPLC hromatogram flavonoida i fenolnih kiselina u metanolnom ekstraktu nedozrelog ploda moraca
ekstrahovanom u 80% metanolu (3-HK, 4-4-KK, 6-1,3DKK, 7-HQ, 8-Rt, 9-M, 10-1,5-DKK, 12-1,4-DKK, 13-RK,
14-DKK)
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Slika 9. HPLC hromatogram flavonoida i fenolnih kiselina u vodenom ekstraktu zrelog ploda moraca
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Slika 10. HPLC hromatogram flavonoida i fenolnih kiselina u metanolnom ekstraktu stabla morac¢a ekstrahovanom
u 100% metanolu (3-HK, 4-4-KK, 6-1,3DKK, 8-Rt, 9-M, 10-1,5-DKK, 12-1,4-DKK, 13-RK, 14-DKK)
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Slika 11. HPLC hromatogram flavonoida i fenolnih kiselina u metanolnom ekstraktu stabla morac¢a ekstrahovanom
u 80% metanolu (3-HK, 4-4-KK, 6-1,3DKK, 8-Rt, 9-M, 10-1,5-DKK, 11-HL, 12-1,4-DKK, 13-RK, 14-DKK)

T DADT A, Sig=260.3 Ref=off (MILICA_MORAC_2017'MRCO000TE.0)
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Slika 12. HPLC hromatogram flavonoida i fenolnih kiselina u vodenom ekstraktu stabla moraca
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PRILOG 2

GC hromatogrami jedinjenja u etarskom ulju moraca (Foeniculum vulgare Miller)
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Slika 1. GC hromatogram jedinjenja u etarskom ulju zrelog ploda moraé¢a (15,2-fenhon, 19,11-estragol, 22,20-trans-

aneto

le)
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Slika 2. GC hromatogram jedinjenja u etarskom ulju nedozrelog ploda moraca (15,2-fenhon, 19,11-estragol, 22,20-
trans-anetole)
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Slika 3. GC hromatogram jedinjenja u etarskom ulju lista moraca (22,20-trans-anetole)
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