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1. UVOD

Kroz istoriju covecanstva, biljke su bile najznacajniji izvor bioloski aktivnih supstanci i
lekova. Nauc¢ne discipline, poput fitohemije i farmakognozije, bile su tesno povezane sa
razvojem moderne organske hemije koja dozivljava procvat u devetnaestom i dvadesetom
veku, kada je hemijski i biohemijski okarakterisan veliki broj biljnih vrsta, a iz njih izolovano
i identifikovano blizu 20.000 bioaktivnih sekundarnih biomolekula. Uzimajuc¢i u obzir i to da
broj cvetnica (angiosperme) koje su hemijski ispitane ¢ini samo 10%, od ukupno 250.000
vrsta na planeti, moze da se zakljuci da biljni svet i dalje predstavlja nepresusan i jo$
nedovoljno istrazen resurs bioloski i farmakoloski aktivnih jedinjenja. Medutim, nagli razvoj
organske hemije, prvenstveno trend primene kombinatorne hemije u dizajniranju lekova, a
pogotovo HTS (High Throughput Screening) skrininga, doveo je do pada interesovanja za
prirodne proizvode u poslednjoj dekadi proslog veka. Kako su, po proceni velikog broja
nau¢nika (Ortholand i Ganesan, 2004; Barnes i Prasain, 2005), ocekivanja ovih istraZivanja
precenjena, u poslednjih nekoliko godina svetska nau¢na javnost ponovo se usmerava na
istrazivanja prirodnih molekula kao novih lekova 1 fitopreparata. Pored neospornog znacaja
za farmaceutsku industriju, prirodni proizvodi biljaka nalaze Siroku primenu u proizvodnji
dijeteskih suplemenata i funkcionalne hrane, koja pored zadovoljavaju¢ih nutritivnih
svojstava ispoljava i odredene farmakoloske i fizioloske efekte na ljudsko zdravlje, $to je od
velikog znacaja u prevenciji nastanka bolesti savremenog ¢oveka. Zbog toga su ispitivanja
bioloskih aktivnosti i hemijska karakterizacija do sad neispitanih biljnih vrsta od izuzetnog
nau¢nog i praktinog interesa, jer vode ka novim izvorima potentnih, bioloski aktivnih
prirodnih proizvoda.

Na teritoriji Balkanskog poluostrva raste veliki broj vrsta roda Juniperus L., u narodu
poznatijeg pod imenom kleka. Biljke ovog roda od davnina su poznate u tradicionalnoj
medicini 1 koriste se za leCenje raznih oboljenja, kao Sto su: prehlada, zapaljenje pluca i
urinarnog trakta, dermatoloski poremecaji, bronhitis, reumatoidni artritis, dijareja,
ublazavanje menstrualnih bolova i dr. Pored toga, fitopreparati dobijeni od razli¢itih vrsta
kleke poznate su kao dobri analgetici, diuretici, antiseptici, hipoglikemici, kao i
antiinflamatorni 1 hipotenzivni agensi, potentni izazivaci abortusa i sredstvo protiv crevnih

parazita (Kozan i sar., 2006; Thomas i sar., 2007; Akkol i sar., 2009; Miceli i sar., 2009).



Marija Lesjak Doktorska disertacija

Takode, neke vrste kleke koriste se u kulinarstvu kao zaCini i aromaticni principi u
proizvodnji alkoholnih pi¢a (The Silver Spoon, 2005; Loizzo i sar., 2007; Luczaj i
Szymanski, 2007; Hamyl, 2009; MacMillan, 2010). Medutim, i pored Siroko rasprostranjene
tradicionalne primene kao medikamenata ili dodataka ishrani, veéina ovih vrsta nije detaljno
okarakterisana i u literaturi postoji vrlo malo podataka o bioloskoj aktivnosti i hemijskom
sastavu kako ekstrakata, tako i etarskih ulja iglica i SiSarki kleka. Naime, dosadasnja
fitohemijska i1 biohemijska istrazivanja obuhvatala su samo nekoliko vrsta roda Juniperus.
Hemijska ispitivanja odnosila su se na detekciju i karakaterizaciju fenolnih jedinjenja,
uglavnom flavonoida, neolignana i fenilpropanoida (Abul’saeva i Pashinina, 1982; Nakanishi
i sar., 2004b; Miceli i sar., 2009; lida i sar., 2010) i isparljivih terpenoida (Topgu i sar., 1999;
Emami i sar., 2007; Ennajar 1 sar., 2009; Medini 1 sar., 2010). Biohemijska 1 bioloSka
istrazivanja sprovedena su na vrstama J. communis (Agelet i Valles 2003; Gautam i sar.,
2007) i J. oxycedrus (Kozan i sar., 2006; Moreno i sar., 1998), dok su podaci za ostale vrste
ili veoma oskudni ili ih uopSte nema. Najve¢i broj literaturnih navoda odnosi se na
odredivanje antimikrobnog delovanja etarskih ulja kleke. Malobrojni su i radovi koji
potvrduju antioksidantnu aktivnost predstavnika roda Juniperus. (Emami i sar., 2007; Miceli
i sar., 2009; Ennajar i sar., 2009; Moein i sar., 2010). Antiinflmatorni potencijal kleke bio je
predmet istrazivanja nekoliko nauc¢nih radova, u kojima su kori§¢eni uobicajeni, in vivo
testovi, na eksperimentalnim zivotinjama (Akkol i sar., 2009; Neves i sar., 2010).

Polaze¢i od pretpostavke da bi i ostale, do sada neistrazene vrste roda Juniperus koje
rastu na teritoriji Balkanskog poluostrva, mogle biti potencijalni izvori novih bioloski
aktivnih jedninjenja, ova doktorska teza imala je za cilj sprovodenje detaljnih fitohemijskih i
biohemijskih ispitivanja osam vrsta kleke sakupljenih sa razli¢itih lokaliteta Republike
Srbije, Hrvatske i Makedonije: Juniperus communis L. 1753 var. communis, Juniperus
macrocarpa Sibth. et Sm 1816, Juniperus excelsa M. Bieb. 1800, Juniperus sibirica
Burgsdorf. 1787, Juniperus foetidissima Willd. 1806, Juniperus oxycedrus L. 1753 var.
oxycedrus, Juniperus sabina L. 1753 var. sabina i Juniperus phoenicea L. 1753 var.
phoenicea.

Cilj fitohemijskih ispitivanja bila je identifikacija i kvantifikacija fenolnih jedinjenja i
isparljivih terpenoida u iglicama i §iSarkama ispitivanih vrsta roda Juniperus, kako bi se

izvrSila hemijska 1 hemotaksonomska karakterizacija ispitivanih vrsta.
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Cilj biohemijskih ispitivanja, bila je evaluacija antioksidantne, antiinflamatorne i
antimikrobne aktivnosti ispitivanih vrsta kleke radi utvrdivanja njihovog terapeutskog
potencijala. Procena antioksidantne aktivnosti vrsena je na osnovu pracenja Sposobnosti
neutralizacije slobodnih radikala (DPPH’, HO’, NO" i O;"), redukcionog potencijala i
inhibicije lipidne peroksidacije. Antiinflamatorni potencijal ekstrakata i etarskih ulja kleke
odreden je ex vivo metodom u humanim trombocitima primenom LC-MS/MS tehnike.
Primenjena metoda zasnovana je na odredivanju sposobnosti inhibicije produkcije Cetiri
medijatora inflamacije (TXB;, PGE;, 12-HHT i 12-HETE), koji su produkti metabolizma
arahidonske kiseline. Antimikrobna aktivnost odredena je primenom standardnih metoda,
disk difuzioni i agar dilucioni metod, na seriju Gram pozitivnih i Gram negativnih bakterija,
koje su uzrok mnogih infekcija, a poznato je i da neprekidno razvijaju sve veéu rezistentnost

na postojece antibiotike.
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2. OPSTI DEO

2.1. Rod Juniperus L. (Cupressaceae) i njegov taksonomski poloZaj

Rod Juniperus L. pripada porodici Cupressaceae i obuhvata 67 vrsta i 34 varijeteta, koji
su skoro isklju¢ivo rasprostranjeni na severnoj hemisferi, sa jednom vrstom koja se prostire
na teritoriji Africkog kontinenta. Postoji viSe infragenerickih klasifikacija roda Juniperus,
medutim, jedna od novijih je Adamsova klasifikacija (2008), gde se rod Juniperus deli na tri
podroda: Caryocedrus (1 vrsta), Juniperus (sadrzi 10 vrsta) i Sabina (sadrzi 56 vrsta). Za
potrebe jasne diferencijacije izmedu podrodova, kao 1 niZih taksonomskih kategorija, vrSena
su kompleksna taksonomsko-filogenetska istrazivanja roda Juniperus. Filogenetska
istrazivanja obuhvatala su analizu morfoloskih karakteristika, sastava etarskih ulja raznih
delova biljke (iglica 1 drveta) 1 genetska istraZzivanja na viSe nivoa. Kompleksna genetska
istrazivanja obuhvatala su u osnovi metod lan¢ane reakcije polimeraze (PCR - Polymerase
Chain Reaction), a dobijeni izolati podvrgnuti su veSestrukim analizama Internal
Transcribed Spacer (ITS) i Inter-Simple Sequence Repeat (ISSR) sekvenci kao i analizom
Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) sa ciljem da se dobiju informacije o
geneti¢koj polimorfnosti vrsta i infraspecijskih kategorija istrazivanog roda. Ove analize dale
su podatke koji su znacajno doprineli taksonomskom rasclanjenju pojedinih vrsta. Tako
detaljna diferencijacija vrsta i infraspecijskih taksona u sluéaju roda Juniperus nije mogla da
se bude izvrSena na osnovu morfoloskih analiza i hemijske karakterizacije etarskih ulja ili
neke druge grupe jedinjenja, zato Sto su te karakteristike promenljive u odnosu na ekoloske
faktore (Adams i Demeke, 1993; Adams, 1998; Adams, 1999; Adams, 2000a; Adams,
2000b; Adams i sar., 2003; Adams, 2004; Adams i sar., 2008).

2.1.1. BioloSke karakteristike vrsta roda Juniperus L.
Biljke iz roda Juniperus, u narodu najpoznatije pod imenom kleka, su zimzeleno drvecée

ili grmovi sa ljuspastim ili igli¢astim listovima, koji su poredani po dva naspramno ili po triu

prsljenovima. Biljke su jednodomne ili dvodomne. Muske S$iSarke (mikrostrobilusi)
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sastavljeni su od naspramno ili pr§ljenasto poredanih mikrosporofila, koji na donjoj strani
nose po 3 do 5 mikrosporangija. Mikrospore (polenova zrna) su bez vazdu$nih mehurova.
Semene ljuspe su potpuno srasle sa pokrovnim (zastitnim) ljuspama i na gornjoj strani nose
jedan ili vise semenih zametaka. Medusobno srasle semene (plodne) i pokrovne (zastitne)
ljuspe grade tvorevine-epimacijume, koji su poredani naspramno ili u tro¢lanim prsljenovima
(Jovanovi¢, 1992). Zrele Zenske SiSarke su bobicaste, mesnate i so¢ne, ljubicaste, crvene ili
narandzaste boje. Za podrucje Republike Srbije navodi se pet autohtonih taksona roda, kao i
vise vrsta koje se koriste kao dekorativne biljke, a poreklom su iz udaljenijih krajeva (Tabela
2.1.) (Jovanovi¢, 1992). Novija istrazivanja flore Republike Srbije, naro¢ito njenih juznih
delova, i komparacija biljnog materijala u referentnim herbarskim zbirkama pokazuju da
vrsta J. excelsa nije potvrdena na prostoru juzne Srbije (dolina reke Pc¢inje) kako je to ranije
navedeno (Misi¢, 1981; Jovanovié¢, 1992), te prisustvo ovog taksona u flori Republike Srbije

treba uzimati sa rezervom.

Tabela 2.1. Pregled autohtonih i gajenih taksona roda Juniperus u Republici Srbiji

autohtoni taksoni

Sect. Juniperus  Juniperus communis L. 1753 var. communis
Juniperus sibirica Burgsdorf. 1787
(= Juniperus communis L. 1753 var. saxatilis Pall. 1789; Juniperus nana Willd. 1796)
Juniperus oxycedrus L. 1753 var. oxycedrus
Sect. Sabina Juniperus sabina L. 1753 var. sabina
Juniperus excelsa M. Bieb. 1800

gajeni taksoni

Sect. Sabina Juniperus squamata Buchanan-Hamilton ex D. Don in Lambert 1824 var. squamata
Juniperus foetidissima Willd. 1806
Juniperus chinensis L. 1767 var. chinensis
Juniperus horizontalis Moench. 1794
Juniperus virginiana L. 1753 var. virginiana
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U ovom radu, ispitano je osam taksona roda Juniperus, koje rastu na Sirem prostoru

centralnog i zapadnog dela Balkanskog poluostrva, kao autohtone ili gajene biljke. Vecina

autohtonih taksona, koji su analizirani u ovom radu, pripada grupi vrsta mediterasnkog

porekla, izuzimajuéi panarkticku vrstu J. communis.

Juniperus communis L. (Slika 2.1.), u narodu
poznata kao kleka ili obi¢na borovica, venja ili po
negde i smreka, je zbun ili drvo, visoko do 12 m, sa
jajastom i kupastom kroS$njom. Listovi su iglicasti,
rasporedeni po tri u prsljenu, povijeni, kruti, usiljeni,
duzine 7-16 mm, na sredini lica nalazi se bela traka
stominih otvora, a bo¢no se nalaze dve zelene trake.
Sisarke se razvijaju u periodu april-jun. Bobidaste,
zrele zenske $iSarke debele su 6-9 mm, okruglaste, a u
fazi pozne zrelosti imaju ljubiCastu boju. Ova vrsta
kleke je Siroko rasprostranjena po celoj Evropi,
Severnoj Aziji 1 Severnoj Americi. Na teritoriji
Republike Srbije takode je Siroko rapostranjena, od
Fruske gore i Deliblatske peS¢are pa do juznih krajeva
zemlje. Sisarke ove vrste u narodu su najpoznatije kao
dodatak u procesu proizvodnje rakije klekovace, a
koristi se i u dekorativne svrhe. U ovom radu ispitivan
je tipian varijetet Juniperus communis var. communis
koji se rasprostire na teritoriji Evrope i centralne Azije
(Jovanovi¢, 1992; Adams, 2008).

Juniperus macrocarpa Sibth. et Sm. (Slika 2.2.),
je vrsta u narodu poznata kao pukinja ili ljuskavac. To
je grm ili malo drvo visoko 5-6 m, piramidalnog
habitusa, a kasnije se sve viSe zaokruZzuje. Grancice
su usmerene prema gore, listovi su iglicasti i dugi 2-3

cm, dosta meki, sa gornje strane imaju dve bele

Slika 2.1. Juniperus communis L.
(http://commons.wikimedia.org/wiki/
File:Juniperus_communis_communis

_ltaly.jpg, april 2011.)
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Slika 2.2. Juniperus macrocarpa
Sibth. et Sm.
(http://www.pinetum.org/cones/JUco
nes.htm, april 2011.)
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pruge. Zrele zenske SiSarke su krupne, 1.2-1.5 cm, okruglaste, jestive, crveno-smede ili

tamnosivo-smede boje, nemaju sjaja, sastoje se od 3, a retko od 6 ljuski (epimacijuma) sa po

tri semenke. Karakteristi¢na je mediteranska vrsta rasprostranjena od Spanije do Sirije, gde

ulazi dublje u kontinent i nastanjuje termofilna submediteranska staniSta. Raste na

degradiranim zemljiStima, a korsti se i u hortikulturi (Vidakovi¢, 1982).

Slika 2.3. Juniperus excelsa M
(http://laspi.russian-
women.net/big/laspi_07358.shtml,
aoril 2011.)

- '

. Beb.

Juniperus excelsa M. Bieb. (Slika 2.3.), u narodu
poznata kao divlja ili gorska foja, je visok zbun ili
drvo visine do 20 m, sa kroSnjom na pocetku
cunjasto-pirimidalnom, a kasnije viSe okruglastom.
Mlade grane su tanke, od jedva 1 mm debljine, sa
heteromorfnim listovima. Ljuspaste iglice, odnosno
listovi su 1-2 mm duzine, prilegle uz granu,
naspramne, poredane u 4 reda i tupe. Jedino se na
starijim jedinkama ponekad pojavljuje igliasto lisCe,
koje je 5-6 mm dugo i sa gornje strane ima dve
plavicaste pruge. Muske SiSarke su Zute, a Zenske
zelenkasto-ruzi¢aste boje. Zrela Zenska S$iSarka je
okrugla, sazreva u drugoj godini zivota biljke,
pre¢nika je oko 0.9 cm, a u fazi punog zrenja ima

zagasitu smede-ljubiCastu boju i sadrzi 3-6 semenki. Ova vrsta raste na Balkanskom

poluostrvu i u Maloj Aziji do Kavkaza, na Krimu, Himalajima i Tibetu (Vidakovi¢, 1982).

Juniperus sibirica Burgsdorf. (Slika 2.4.) je nizak Zbun
sa gustim i kratkim granama poleglim na zemlju. Iglice su
duge 0.1-1 cm i sabljasto savijene prilegle uz grancicu, sa
naglo za$iljenim vrhom. Lice im je udubljeno, beliaste
boje, a nali¢je je tamno zelene boje i sjajno. Sisarke
sazrevaju u maju. Zrele zenske SiSarke su veli¢ine 7-10
mm, jajaste ili okrugle. Rasprostranjenje ovog taksona

obuhvata alpski i subalpski pojas planina Evrope,

NP5 .
Slika 2.4. Juniperus sibirica
Burgsdorf.

(http://www.rusbiophoto.com/images
/pages/03006182.jpg, april 2011.)
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Azije i Severne Amerike, kao i arkticke predele ovih kontinenata. U Republici Srbiji ova
vrsta moze se prona¢i na Kopaoniku, Goliji, Mokroj planini, Suvoj planini, Staroj planini,
Prokletijama i dr. (Jovanovic, 1992).

Juniperus foetidissima Willd. (Slika 2.5.), u narodu
je poznata kao pitoma foja. Odlikuje je srednje visoko
stablo koje naraste do 15 m, vitka krosnja, koja je
piramidalna i spusta se do zemlje, i uspravljene grane.
Iglice su dimorfne, ljuspaste ili iglicaste, rasporedene u
Cetiri reda, naspramno. Iglicasti juvenilni listovi ili su
primaknuti uz grancicu ili su od nje odvojeni gornjim
delom. Ljuspasti listovi dugi su 1.5 mm, jajasto-
trouglasti, na vrhu zaSiljeni. Kada se protrljaju, svi

listovi imaju neprijatan miris. Zrele Zenske SiSarke su

okruglog oblika, precnika 6-12 mm, tamnoljubicaste
ull’ boje, sazrevaju u drugoj godini i sadrze od jedne do tri
Slika 2.5. Juniperus foetidissima Willd. o ] ]
(http://www.photographersdirect.com/b  semenke. Vrsta J. foetidissima rasprostranjena je na
uyers/stockphoto.asp?imageid=147372

9, april 2011.) planinama juznog Balkana, na Krimu i u maloj Aziji

(Jovanovi¢, 1992).

Juniperus oxycedrus L. var. oxycedrus (Slika
2.6.), u narodu poznata kao smrika ili smric,
najcesce je veliki grm ili manje, dvodomno
razgranato drvo, visoko do 8 m. Grane su dugacke
i debele. Iglice su krute i dugacke 12-18 mm,

veoma oStrog vrha, sa gornje strane sa dve bele

pruge, a sa donje strane zelene sa uzduznim

ispupéenjem. Zrela Zenska $iSarka ima pre¢nik od Slika 2.6. Juniperus oxycedrus L.
(http://ies-pere-

6-10 mm, mesnata je, crveno-smeda ili crveno- vives.xtec.net/ernestfabregat/Botanica/plante

N . . s/Cupressaceae/Juniperus%20oxycedrus.htm,

Zuta, sazreva u drugoj godini sa 1-4 semena. april 2011)

Siroko je rasprostranjena po celom Mediteranu

(Vidakovi¢, 1982).
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Juniperus sabina L. var. sabina (Slika 2.7.), u narodu poznata kao planinska somina, je
grm, visok do 5 m, sa nepravilnom kro$njom koja je uglavnom polegla. Iglice su dimorfne, i
dok su mlade, ostre su, ljuspaste i unakrsno rasporedene. Iglice imaju neprijatan miris kad se
protrljaju. Ovo je jednodomna ili dvodomna vrsta. Zrele Zenske SiSarke su okrugle, pre¢nika
5-7 mm, tamnoljubicaste boje i sazrevaju u drugoj godini. I iglice i SiSarke su otrovne. Ova
vrsta raste na ve¢im nadmorskim visinama, a rasprostranjena je na planinama srednje i juzne

Evrope, Male Azije, Kavkaza, Urala i Sibira (Vidakovi¢, 1982).

Slika 2.7. Juniperus sabina L.
(http://cuadernodelcampo.blogspot.com/20
11/02/visu-de-coniferas.html, april 2011)

Juniperus phoenicea L. (Slika 2.8.), u narodu poznata kao primorska somina, je grm ili
manje stablo, visoko do 6 m, guste kroSnje. Iglice su ljuspaste, a dok su mlade, iglicaste Su.
Ljuspasto lis¢e je Cvrsto prileglo uz granu, po tri u prSljenu i 1 mm dugo. Ova vrsta je
jednodomna ili dvodomna. Zrela Zzenska SiSarka je okrugla, ima oko 10 mm u pre¢niku, Zuto-
smeda je i sadZi 3-9 semenki. Moze da Zivi i do 1000 godina. Siroko je rasprostranjena u

Mediteranskom podrucju, svuda oko Sredozemnog mora (Vidakovi¢, 1982).

Slika 2.8. Juniperus phoenicea L.
(http://cuadernodelcampo.blogspot.com/2011/0
2/visu-de-coniferas.html, april 2011)
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2.1.2. Fitohemijski sastav i bioloska aktivnost vrsta roda Juniperus L.

Vrste roda Juniperus bile su predmet brojnih istrazivanja, bilo da se radi o fitohemijskim
ispitivanjima, bioloskim, biohemijskim, fizioloskim i ekoloskim studijama, a sve u cilju
njihove blize karakterizacije. Fitohemijska ispitivanja ukazuju na prisustvo razli¢itih
jedinjenja u vrstama roda Juniperus, od kojih su najvise ispitivani terpenoidi prisutni u
etarskim uljima kleke. Medutim, za biolosku aktivnost i terapijski efekat znacajne su i druge
klase sekunadrnih biomolekula, a posebno klase pojedinih fenolnih jedinjenja. Od fenola, u
nekim vrstama kleke dokazano je postojanje tanina (Frutos i sar., 2002), neolignana
(Nakanishi i sar., 2004a), lignana (Feliciano i sar., 1990), fenilpropanoida (Comte i sar.,
1997; Nakanishi i sar., 2004b; lida i sar., 2010) i kumarina (de Pascual i sar., 1981). lako su
pojedine vrste Kkleke veoma poznate u tradicionalnoj medicini i kulinarstvu, postoji
iznenadujuce malo podataka u literatui o fenolnom sastavu iglica i SiSarki kod vrsta ovog
roda. Za veéinu taksona koji su predmet ispitivanja ove doktorske disertacije, nema podataka
o0 sastavu fenolnih jedinjenja. Vrsta J. communis, koja se Siroko koristi u kulinarstvu kao
zacin i sirovina za proizvodnju alkoholnih pica, najvise je istrazivana u pogledu fenolnog
sastava, ali su i ti podaci veoma oskudni i odnose se na mali broj identifikovanih jedinjenja. S
obzirom na to da Kkleka i njeni proizvodi imaju veoma S$iroku primenu u ljudskoj ishrani,
evidentna je potreba za daljom detaljnom karakterizacijom fenolnog sastava vrsta roda
Juniperus. Pregled navoda iz litarature, koji prikazuju fenolni sasatv ispitivanih vrsta kleke,
dat je u Tabeli 2.2.
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Tabela 2.2. Pregled podataka iz literature o analizi fenolnih komponenata u ekstraktima odabrabnih

vrsta roda Juniperus

Vrsta
iglice/Sisarke

Referenca

ldentifikovana fenolna
jedinjenja

J. communis $iSarke

Innocenti i sar., 2007;
Miceli i sar., 2009;
Kilici sar., 2011

amentoflavon
apigenin
apigenin-heksozid
biflavon
gosipetin-heksozid
gosipetin-heksozid-pentozid
hidroksiluteolin
hinokiflavon
hipolaetin-7-pentozid
hipolaetin-heksozid
izoskutelarein-7-O-pentozid
izoskutelarein-8-O-heksozid
kupresoflavon
kvercetin-3-O-pentozid
kvercetin-heksozid
kvercetin-heksozid-
deoksiheksozid
luteolin-pentozid
metil-biflavon

J. excelsa SiSarke

Kilici sar., 2011

katehin

J. sibirica SiSarke

Miceli i sar., 2009

amentoflavon

apigenin

apigenin-heksozid
izoskutelarein-7-O-pentozid
izoskutelarein-8-O-heksozid
kupresoflavon
kvercetin-heksozid

metil-biflavon
J. foetidissima  SiSarke Kilici sar., 2011 /
J. oxycedrus  SiSarke Kilici sar., 2011 /
apigenin

J. sabina iglice

Abul’saeva i
Pashinina, 1982

zokvercitrin

kvercetin-3-0-6-O-ramnozil-
glukopiranozid

kvercetin-3-ramnofuranozid

) iglice
J. phoenicea

Maatooq i sar., 1998

amentoflavon

jaceidin
jaceidin-7-O-metiletar
kemferol-3-O-ramnozid
kupresoflavon

kvercetin

kvercitrin

miricitrin

Sisarke

Kilici sar., 2011

katehin
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Za razliku od fenolnih jedinjenja, mnogo vise podataka postoji o sastavu etarskih ulja
pojedinih vrsta roda Juniperus. Od biljaka ispitivanih u okviru ove teze, najvise podataka o
sastavu ulja nadeno je za vrste J. communis i J. oxycedrus, §to je i razumljivo s obzirom na
njihovu $iroku primenu, kako u tradicionalnoj medicini tako i u savremenoj fitoterapiji i
ishrani. Cinjenica da o ostalim vrstama nema mnogo podataka u literaturi, kao i da je sastav
etarskih ulja veoma varijabilan i da je uslovljen kako genetskim tako i brojnim ekoloskim
faktorima, ukazuje na potrebu za detaljnom karakterizacijom isparljivih terpenoida razli¢itih
vrsta kleke sakupljenih sa raznih lokaliteta. Pregled navoda iz literature o analizi etarskih ulja
iglica i SiSarki vrsta roda Juniperus, koja su bila predmet istrazivanja ove teze, dat je u Tabeli
2.3.

Tabela 2.3. Pregled podataka iz literature o analizi etarskih ulja iglica i SiSarki odabranih vrsta roda

Juniperus
. .Vrvs.t? Referenca
iglice/Sisarke
Vernin i sar., 1988; Chatzopoulou i Katsiotis, 1993; Hiltunen i
ialice Laakso, 1995; Angioni i sar., 2003; Shahmir i sar., 2003;
g Pourmortazavi i sar., 2004; Adams, 2008; Martz i sar., 2009;
Adamsii sar., 2010; Orav i sar., 2010
) Vernin i sar., 1988; Kallio i Junger-Mannermaa 1989; Hiltunen i
J. communis Laakso, 1995; Masteli¢ i sar., 2000; Angioni i sar., 2003;
Damjanovic i sar., 2003; Filipowicz i sar. 2003; Ohno i sar., 2003;
$iSarke Shahmir i sar., 2003; Shin, 2003; Barjaktarovi¢ i sar., 2005;

Gavini i sar., 2005; Chatzopoulou i Katsiotis, 2006; Damjanovic¢ i
sar., 2006; Glisi¢ i sar., 2007; Vichi i sar., 2007; Wei i Shibamoto,
2007; Orav i sar., 2010; Tserennadmid i sar., 2010

J. macrocarpa iglice Adams, 2008

Thappa i sar., 1987; Mossa i sar., 1992; Muhammad i sar., 1992;
iglice Topgu i sar., 2005; Adams, 2008; Moein i sar., 2010; Shanjani i
J. excelsa sar., 2010

Topgu i sar., 1999; Sokovié i sar., 2004; Topgu i sar., 2005; Unlu i

Sisarke sar., 2008; Shanjani i sar., 2010
1. sibir iglice Karlsen i Svendsen, 2002; Adams, 2008; Adams i sar., 2010
. sibirica
Sisarke Karlsen i Svendsen, 2002
o iglice Tunalier i sar., 2002; Adams, 2008
J. foetidissima
Sisarke Tunalier i sar., 2002

Milos i Radonic, 2000; Angioni i sar., 2003; Marongiu i sar.,
2003; Boti i sar., 2006; Cavaleiro i sar., 2006; Dob i sar., 2006;
Adams, 2008; Achak i Romane, 2009; Machado i sar., 2010;
Medini i sar., 2010

J. oxycedrus  iglice

12
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Hernandez i sar., 1987; Milos i Radonic, 2000; Angioni i sar.,
2003; Marongiu i sar., 2003; Boti i sar., 2006; Cavaleiroi sar.,

Sisarke 2006; Loizzoi sar., 2007; Rajouani i sar., 2008; Derwich i sar.,
2010; Machado i sar., 2010
) iglice Adams, 2008
J. sabina
SiSarke Hernandez i sar., 1987
Adams i sar., 1996; EI-Sawi i sar., 2007; Adams, 2008; Medini i

ialice sar., 2008; Achak i Romane, 2009; Garboui i sar., 2009; Ennajar i

J. phoenicea g sar., 2009; Medini i sar., 2009; Derwich i sar., 2010a; Derwich i

sar., 2010b; Mazari i sar., 2010; Derwich i sar., 2011

Sisarke El-Sawi i sar., 2007; Ennajar i sar., 2009

Bioloska ispitivanja vrsta roda Juniperus pokazala su da ekstrakti, etarska ulja i izolovane
komponente poseduju brojne bioloske aktivnosti, §to potvrduje i Siroku primenu vrsta roda
Juniperus u tradicionalnoj medicini naroda Gréke, Turske, Egipta, Persije, Iraka, Irana,
Sirije, Kine, americkih Indijanaca i dr. Ekstrakti i etarska ulja kleke koris¢ena su u le¢enju
prehlade, kaslja, leukoreje, glavobolje, urinarnih infekcija, hipoglikemije, urtikarije,
dizenterije, dijareje, infekcija izazvanih crevnim parazitima, hemoroida, reumatoidnog
artritisa, gihta, psorijaze, lepre, gojaznosti, opadanja kose, za regulaciju menstrualnog ciklusa
i ublazavanje menstrualnih tegoba, za ublazavanje abdominalnih bolova druge etiologije, za
povecanje apetita, za zarastanje rana i za zaustavljanje krvarenja razne etiologije. Takode, od
davnina je poznato da wvrste roda Juniperus poseduju diuretsku, antiinflamatornu,
antioksidantnu, antimikrobnu, antiviralnu, antifungalnu, analgetsku, antitumornu,
citotoksi¢nu, vazodilatatornu, imunomodulatornu, antidiabetsku, antituberkuloznu aktivnost
kao i abortivni efekat. Vrste koje su najviSe upotrebljavane u narodu su J. communis, Cije
SiSarke su se koristile za ublazavanje ka$lja, leCenje hemoroida i ubalazavanje bolova, a
etarska ulja protiv urtikarije i J. oxycedrus, od ¢ijih isarki se kuvanjem pravio ekstrakt koji
se konzumirao kod gastrointestinalnih poremecaja, prehlade, kao diuretik, kod bubrezne
kalkuloze i za tretman kalcinoze u zglobovima, a meSavina iglica i $iSarki u terapiji
dijabetesa. Mnoge aktivnosti vrsta roda Juniperus su i eksperimentalno potvrdene. Medu
njima izdvajaju se antikancerogena aktivnost ekstrakta siSarki vrste J. communis na tumorske
¢elije dojke MCF-7/AZ i neuroblastoma N-2A (Slambrouck i sar., 2007), kao i inhibicija
apoptoze etarskim uljem dobijenim iz SiSarki ove vrste (Na i sar., 2001). Dokazan je
citotoksi¢an efekat ekstrakta grancica muske i zenske jedinke vrste J. foetidissima prema KB

¢elijama humanog kancera epiderma, dok su gran¢ice muske jedinke pokazale citotoksi¢an
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efekat prema ¢elijama humanog karcinoma grli¢a materice Hela i prema ¢elijama humanog
adenokarcinom dojke MDAMB-468. Takode, ekstrakt S$isarki J. sabina pokazao je
citotoksi¢an efekat prema KB, Hela, HepG2 i SKOV3 ¢elijskim linijama (Sadeghi-aliabadi i
sar., 2009; Mazzio i Soliman, 2010; Shokrzadeh i sar., 2010), dok etarsko ulje J. phoenicea
pokazuje antitumorsku aktivnost na karcinom mozga, grlica materice, pluéa, jetre i dojke (El-
Sawi i sar., 2007). Etarsko ulje $iSarki J. oxycedrus ispoljava antivirusnu aktivnost u
netoksi¢nim koncentracijama prema poliovirusu (Marongiu i sar., 2003). Ove biljne vrste
koriste se od davnina i u veterini, u leCenju sli¢nih oboljenja kao kod ¢oveka. Pored toga,
etarska ulja kleke mogu da se koriste i kao efikasni agensi protiv buva kod macaka i pasa.
Vrste roda Juniperus poseduju i insekticidno dejstvo, te se od davnina koriste u borbi protiv
raznih stetnih insekata npr. vaski. O aktuelnosti istrazivanja koja su vezana za bioloske i
farmakoloske aktivnosti vrsta roda Juniperus svedo¢i i ogroman broj publikovanih radova
(Agrawal i sar., 1980; Muhammad i sar., 1992; Sezik i sar., 1992; Yesilada i sar., 1993;
Fujita i sar., 1995; lzzo i sar., 1995; Yesilada i sar., 1995; Honda i sar., 1996; Ritch-Krc i
sar., 1996; Bello i sar., 1997; Moreno i sar., 1997; Sezik i sar., 1997; EI-Sayed, 1998; Jones i
sar., 1998; Moreno i sar., 1998; Bonet i sar., 1999; Tuzlac1 i Erol, 1999; Tuzlac1 i Tolon,
2000; Ballero i sar., 2001; Petlevski i sar., 2001; Sezik i sar., 2001; Tuzlac1 i Aymaz, 2001;
Vardhini i sar., 2001; Agelet i Valles, 2003; Filipowicz i sar., 2003; Guarrera, 2003; Jimenez-
Arellanes i sar., 2003; Gallagher i sar., 2003; Petlevski i sar., 2003; Shin, 2003; Gao i sar.,
2004; Lascaratos i sar., 2004; Loi i sar., 2004; Madari i Jacobs, 2004; Mamedov i sar., 2004;
Sharma i sar., 2004; Sokovi¢ i sar., 2004; Al-Qura’n, 2005; Kim i Kang, 2005; Pieroni i sar.,
2005; Schepetkin i sar., 2005; Topgu i sar., 2005; Cavaleiro i sar., 2006; Dob i sar., 2006;
Elmastas i sar., 2006; Johnson, 2006; Kozan i sar., 2006; Kunwar i sar., 2006; E1-Sawi i sar.,
2007; Gautam i sar., 2007; Glisi¢ i sar., 2007; Lans i sar., 2007; Loizzo i sar., 2007; McCune
i Johns, 2007; Seca i Silva, 2007; Slambrouck i sar., 2007; Yarnell i Abascal, 2007; Abascal i
Yarnell, 2008; Ju i sar., 2008; Kim i sar., 2008; Kirca i Arslan, 2008; Lans i sar., 2008; Marc
i sar., 2008; Mouijir i sar., 2008; Muto i sar., 2008; Pavela, 2008; Rossini i sar., 2008; Ugurlu
i Secmen, 2008; Unlu i sar., 2008; Akkol i sar., 2009; Ennajar i sar., 2009; Hammami i sar.,
2009; Harbilas i sar., 2009; Hayley i Palombo, 2009; Garboui i sar., 2009; Kusari, 2009;
Lantto i sar., 2009; Miceli i sar., 2009; Reichling i sar., 2009; Tam i sar., 2009; Agarwal i
sar., 2010; Baldea i sar., 2010; Greer i sar., 2010; Idolo i sar., 2010; Lautié i sar., 2010;
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Machado i sar., 2010; Rosa i sar., 2010; Tserennadmid i sar., 2010; Webster i sar., 2010;
Lesjak i sar., 2011; Orhan i sar., 2011).

Poseban znacaj pridaje se istrazivanjima antioksidantne aktivnosti ekstrakata i etarskih
ulja kleke. U Tabeli 2.4. citirani su radovi koji se odnose na kapacitet ,,hvatanja“ DPPH" (1,1-
difenil-2-pikrilhirdazil ~ radikal), ABTS™ (2,2-azinobis-(3-etilbenzotiatolin-6-sulfonat)
radikalski katjon) i HO" radikala i H,O,, inhibiciju lipidne peroksidacije i oksidacije skvalena
i heksanala, Fe** helatacionu aktivnost, koji pokazuju da ispitivane vrsta roda Juniperus
ispoljavaju znacajan antioksidantni potencijal. Budu¢i da je u vedini testova ispitivana
antioksidantna aktivnost razli¢itih vrsta ekstrakata i etarskih ulja, kao i da se eksperimentalni
uslovi razlikuju u primenjenim testovima, nije moguce porediti antioksidantni potencijal niti
okarakterisati pojedina¢nu vrstu kleke kao najbolji antioksidantni agens. Ipak, na osnovu
dobijenih podataka, moze da se zaklju¢i da ove vrste poseduju znatan antioksidantni
potencijal i da postoji potreba za daljom karakterizacijom nedovoljno ispitanih vrsta (kao $to
je npr. J. macrocarpa), a posebno etarskih ulja, koja su, za razliku od ekstrakata, nedovoljno

ispitivana sa aspekta antioksidantnog delovanja.

Tabela 2.4. Pregled podataka iz literature o antioksidantnoj aktivnosti odabranih vrsta roda Juniperus

Vrsta
iglice/Sisarke Test Referenca
ekstrakt/estarsko ulje

Odredivanje ukupnog redukcionog
potencijala, inhibicije lipidne Hinneburg i sar., 2006;

iglice ekstrakt peroksidacije, helatacione modi, Al-Mustafa i Al-
kapaciteta ,,hvatanja“ DPPH’, ABTS™" i Thunibat, 2008
OH'’ radikala.
Odredivanje ukupnog redukcionog
J. communis potencijala, inhibicije lipidne Elmastas i sar., 2006;
ekstrakt peroksidacije, helatacione mo¢i, Harbilas i sar., 2009;
Sisarke kapaciteta ,.hvatanja* O,”, DPPH" i Miceli i sar., 2009

OH’ radikala i H,0..
Odredivanje kapaciteta ,hvatanja‘“

e‘ﬁﬁé‘o DPPH i innibicije oksidacije skvalena VVMeI'S'h;hI'nZ"":“S‘;trO oo
i heksanala.
Odredivanje ukupnog redukcionog
ekstrakt potencijala i inhibicije lipidne Emami i sar., 2007;
iglice peroksidacije.
3. excelsa Etar$k° Odredivanje ,.hvatanja* DPPH’ Moein i sar., 2010
ulje radikala.
Odredivanje ukupnog redukcionog
Sisarke ekstrakt potencijala i inhibicije lipidne Emami i sar., 2007

peroksidacije.
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Odredivanje ukupnog redukcionog
potencijala, inhibicije lipidne
peroksidacije, helatacione mo¢i,
kapaciteta ,hvatanja“ DPPH’ radikala.
Odredivanje ukupnog redukcionog
iglice ekstrakt potencijala i inhibicije lipidne Emami i sar., 2007

peroksidacije.
Odredivanje ukupnog redukcionog
SiSarke ekstrakt potencijala i inhibicije lipidne Emami i sar., 2007
peroksidacije.
Odredivanje inhibicije lipidne

J.sibirica  SiSarke ekstrakt Miceli i sar., 2009

J. foetidissima

iglice ekstrakt peroksidacije u jetri i bubrezima Orhan i sar., 2011
pacova.
3. oxycedrus OdreC_IivaI_lje in_hib_ic_ije Iipid_ne _
' ekstrakt peroksidacije u jetri i bubrezima Orhan i sar., 2011
Sisarke pacova.
etarsko  Odredivanje kapaciteta ,hvatanja“ o
ulje DPPH' radikala. Loizzo i sar., 2007
Odredivanje ukupnog redukcionog
iglice ekstrakt potencijala i inhibicije lipidne Emami i sar., 2007
3. sabina peroksidacije.
' Odredivanje ukupnog redukcionog
SiSarke ekstrakt potencijala i inhibicije lipidne Emami i sar., 2007
peroksidacije.
Odredivanje kapaciteta ,hvatanja‘“ _
glice ekstrikt . [()iPPH' i CBTSH ra d;lkala. Ennajar i sar., 2009
etarsko redivanje kapaciteta ,,hvatanja“ _
3. phoenicea ulje DPPH', ABTS radikala, EfMajar | s 2009
' ekstrakt Odredivanje kapaciteta ,hvatanja‘“ Hayouni i sar., 2007;
DPPH’ i ABTS™ radikala. Ennajar i sar., 2009
Sisarke — - —
etarsko  Odredivanje kapaciteta ,hvatanja Ennajar i sar., 2009
ulje DPPH' i ABTS™ radikala. N

lako su u narodu, kako ekstrakti tako i etarska ulja dobijeni iz razli¢itih vrsta kleke,
poznate kao potentni antiinflamatorni agensi, ne postoji dovoljno podataka u literaturi koji
mogu da potvrde njihov antiinflamatorni potencijal. Antiinflamatorne aktivnosti vrsta J.
macrocarpa, J. excelsa, J. foetidissima i J. sabina nisu do sada ispitivane. U veéini dostupnih
radova, za odredivanje antiinflamatornih aktivnosti primenjeni su invazivni in vivo testovi,
iako svetski trendovi preporucuju izbegavanje koriS¢enja eksperimentalnih Zivotinja u te
svrhe. Pregled referenci, koje potvrduju antiinflamatornu aktivnost vrsta kleke koje su

ispitivane u ovoj tezi, dat je u Tabeli 2.5.
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Tabela 2.5. Pregled podataka iz literature o antiinflamatornoj aktivnosti odabranih vrsta roda

Juniperus

Vrsta

iglice/Sisarke

ekstrakt/estarsko ulje

Test

Referenca

Karaginan-indukovani edem u zadnjoj $api
misa i pacova.

Chatterjee i sar., 1991;

iglice  ekstrakt PGEz-induI_<0vani ede_m u zadnjoj Sapi misa. Akkol i sar., 2009
Pamukom-indukovani granulom kod
pacova.
Karaginan-indukovani edem u zadnjoj $api
misa.
PGE;-indukovani edem u zadnjoj $api misa.
In vitro inhibicija metabolizma arahidonske
kiseline (*C-arahidonska kiselina) u  Tundn i sar., 1995;
. ekstrakt mikrozomima govedih seminalnih  Schneider i sar., 2004;
J. communis vezikula. Akkol i sar., 2009
Ex vivo inhibicija indukovane PAF-
Sisarke egzocitoze u humanim neutrofilima.
In vivo inhibicija 12-LOX u humanim
trombocitima.
In vivo inhibicija/aktivacija produkcije
PGE2,~6-keto-PGF.(,, TXB,, T!\JF-q, IL-6 i Chavali i sar., 1998:
etarsko IL-10 indukovane sa LPS u miSevima. -
ulje Ex vivo inhibicija produkcije TNF-o u A_be | sar., 2008,
. - Wei i Shibamoto, 2010
humanim neutrofilima.
In vitro inhibicija 15-LOX iz semena soje.
Karaginan-indukovani edem u zadnjoj $api
misa.
iglice  ekstrakt PGE;-indukovani edem u zadnjoj $api misa. Akkol i sar., 2009;
IL-1 indukovana aktivacija Nf-«xB (Nuclear Neves i sar., 2010
Factor-kappa B) i produkcija NO u
J. sibirica humanim hondrocitima.
Karaginan-indukovani edem u zadnjoj $api
misa. .
SiSarke ekstrakt PGE;-indukovani edem u zadnjoj $api misa. f\\jlél\(/gl Ii err" 22%?_%
IL-1 indukovana aktivacija Nf-xB i N
produkcija NO u humanim hondrocitima.
o Karaglnarj—mcviukovanl edem u zadnjoj Sapi Moreno i sar., 1998:
iglice  ekstrakt  pacova i miSa. .
. . ey Akkol i sar., 2009
3. oxycedrus - . PGE,-indukovani edem u zadnjoj Sapi misa. '
Karaginan-indukovani edem u zadnjoj $api
Sisarke ekstrakt  misa. Akkol i sar., 2009
PGE,-indukovani edem u zadnjoj Sapi misa.
. - etarsko Izolovana sandaracopimaric kiselina. .
J. phoenicea iglice ulje In vitro inhibicija 15—?.OX iz semena soje Comte i sar., 1995

Etarska ulja kleke poznata su po svom antimikrobnom delovanju na veliki broj

bakterijskih sojeva, kako na Gram pozitivne tako i na Gram negativne bakterije. O tome
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svedoci i veliki broj publikovanih radova. Medutim, kao i u prethodnim sluc¢ajevima, za vrste

J. macrocarpa, J. sibirica, J. foetidissima i J. sabina nisu nadeni dostupni podaci u literaturi

o antimikrobnom delovanju etarskih ulja i ekstrakata. Pregled referenci, koje potvrduju

antimikrobnu aktivnost etarskih ulja iglica i SiSarki vrsta kleke koje su ispitivane u ovoj tezi,

dat je u Tabeli 2.6.

Tabela 2.6. Pregled podataka u literaturi o antimikrobnoj aktivnosti etarskih ulja vrsta roda Juniperus

Vrsta
iglice/Sisarke
etarsko ulje

Vrsta bakterije

Referenca

Bacillus subtilis, Escherichia coli, Mycobacterium
tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus

Angioni i sar., 2003;
Bergonzelli i sar., 2003;
Jimenez-Arellanes i sar.,
2003; Hayley i Palombo,

2009

Acinetobacter baumannii, Bacillus cereus, Candida
albicans, Chromobacterium violaceum,
Corynebacterium spp., Enterococcus faecium,
Enterobacter cloace, Escherichia coli, Helicobacter
pylori, Klebsiella pneumoniae, Listeria
monocytogenes, Propionibacterium acnes,
Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus spp.

Nelson, 1997; Angioni i
sar., 2003; Filipowicz i sar.,
2003; Ohno i sar., 2003;
Gavini i sar., 2005; Mahady
i sar., 2005; Schelz i sar.,
2006; Glisi¢ i sar., 2007;
Szabo i sar, 2010;
Tserennadmid i sar., 2010

Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Escherichia
coli, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium
intracellulare, Mycobacterium smegmatis,
Mycaobacterium xenopi, Proteus vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp., Shigella
sonnei, Staphylococcus aureus, Streptococcus durans,
Staphylococcus epidermidis

Muhammad i sar., 1992;
Moein i sar., 2010

Acinetobacter Iwoffii, Bacillus cereus, Clostridium
perfringens, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Listeria ivanovii, Listeria
monocytogenes, Moraxella catarrhalis,
Mycobacterium smegmatis, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus pyogenes

Unlu i sar., 2008

Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia
coli, Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella spp., Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis

Stassi i sar., 1996; Angioni i
sar., 2003, Marongiu i sar.,
2003

iglice
J. communis
Sisarke
iglice
J. excelsa
SiSarke
iglice
J. oxycedrus
Sisarke
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Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella spp., Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis

Stassi i sar., 1996; Angioni
i sar., 2003; Marongiu i sar.,
2003



Marija Lesjak Doktorska disertacija

Bacillus subtillis, Bacillus cereus, Enterococcus
feacalis, Escherchia coli, Klebsiella pneumoniae,
Listeria monocytogenes Scott, Micrococcus luteus,

Stassi i sar., 1996; El-Sawi i
sar., 2007; Medini i sar.,

iglice Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, 2008; E_n hajar 1 sar., 20(_)9;
. . ; . Derwich i sar., 2010a;
. Staph. intermedius, Staphylococcus epidermidis, -
J. phoenicea Streptococcus mutans Mazari i sar., 2010
T ooy St 108 S
SisSarke ! ! sar., 2007; Ennajar i sar.,

Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis 2009

Pored primene u fitoterapiji, vrste roda Juniperus nalaze Siroku primenu i U prehrambenoj
industriji, proizvodnji alkoholnih pi¢a, kozmetici i dr. Siroko se primenjuju u kulinarstvu,
prvenstveno kao zacini i arome. Kao dodatak jelima, kleka daje prijatan gorko-sladak, jak i
oStar ukus borovine, a najvise se koristi kod pripreme divljaci i masne hrane. Takode, kleka
se koristi kao dodatak u pripremi marinada za jela od govedine, svinjetine, gu$Cetine,
jagnjetine 1 ribe. Kao zacin, SiSarke kleke koriste se u pripremi kuvanog kupusa ,,bigos* i
tradicionalne kobasice ,kietbasa jatowcowa™ u Poljskoj (The Silver Spoon, 2005; Luczaj i
Szymanski, 2007; Hamyl, 2009; MacMillan, 2010). Sisarke J. drupacea Labill. u Turskoj se
koriste kao glavni sastojak tradicionalnog ,.enek* pekmeza (Semiz i sar., 2007; Miceli i sar.,
2009).

Vrste roda Juniperus koriste se i u industriji alkoholnih pi¢a, od kojih je u svetu
najpoznatiji dzin, gde se SiSarke kleke J. communis koriste za dobijanje karakteristi¢ne gorke
arome. U dzinu, detektovani su diterpenoidi, prvenstveno manool, dihidroabietal, totarol,
feruginol i dr., koji poti¢u od S$iSarki J. communis i koji su odgovorni za karakteristi¢nu
aromu (Greer i sar., 2008; Vichi i sar., 2008; Miceli i sar., 2009). Pored dzZina, Sirom sveta
proizvode se tradicionalna alkoholna pica na bazi arome $iSarki kleke, koja su karakteristi¢na
za podneblja odakle dolaze. Poznata su zestoka pica: ,,Geneva“ (Holandija), ,,Steinhdger
(Nemacka), , Borovitka“ (Ceska Republika), ,,Sahti* (Finska) i ,,Brinjevec* (Slovenija) kao i
tradicionalni italijanski aperitivi ,,Grappa“ i ,,Gineprino*, poljsko pivo ,,Kozicowe* i gréko
vino ,,Hippocras®, pi¢e koje je prvi izmislio Hipokrat, kod kojeg se u pripremi vino kuva sa
SiSarkama kleke (Guarrera, 2003; Veljkovi¢ 1 Stankovi¢, 2003; Innocenti i sar., 2007; Luczaj
i Szymanski, 2007; Vichi i sar., 2007; Hamyl, 2009; Meusinger, 2009). U Srbiji, najpoznatije

pi¢e na bazi kleke je rakija ,,Klekovaca®. Zanimljivo je i to da su neke vrste kleke nasle
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primenu u prizvodnji hrane kao konzervansi, zbog svojih antimikrobnih aktivnosti (Mrabet i
sar., 2008).

Vrste roda Juniperus nasle su Siroku primenu i u kozmeti¢koj industriji. Etarska ulja
raznih vrsta kleke koriste se kao mirisna komponenta u proizvodji sapuna, deterdzenata,
krema, losiona i parfema. Dokazano je da mirisne komponente etarskog ulja kleke imaju
pozitivan uticaj na mozdane funkcije i ¢ulo sluha, pa se koriste i u aromaterapiji (Leung i
Foster, 1996; Sugawara i sar., 1999; Miceli i sar., 2009).

Interesantno je i to da neke divlje i domace Zivotinje (jelen, los, divlja svinja, konj, ovca,
koza i dr.) u nedostatku hrane konzumiraju iglice i SiSarke kleke, Cija energetska i nutritivna
vrednost potice od proteina, lipida, fenolnih i terpenoidnih komponenata (Pritz i sar., 1997,
Shipley i sar., 1998; Rogosic i sar., 2006; Thomas i sar., 2007; Waldron i sar., 2009).

Medutim, 1 pored mnogobrojnih lekovitih svojstava, neke vrste roda Juniperus imaju i
toksican efekat. Postoje podaci u literaturi koji potvrduju hepatotoksi¢na, nefrotoksi¢na i
citotoksi¢na svojstva raznih vrsta kleke, kako na ljudski organizam, tako i na organizam
zivotinja koje ga konzumiraju, kod kojih mogu da imaju i letalan efekat. Polen nekoliko vrsta
kleke okarakterisan je kao potentan alergen, npr. J. ashei. J. sabina, zbog podofilotoksina
koji se nalazi u SiSarkama ove vrste, poznata je po svojim nefrotoksi¢énim svojstvima.
Medutim, derivati podofilotoksina i deoksipodofilotoksina, koji su prisutni u ovoj vrsti, su
potetntni antikancerogeni agensi koji pokazuju neselektivnu citotoksi¢nu aktivnost na zdrave
¢elije (Hartwell i sar., 1953; lacovacci i sar., 1998; Whiting i sar., 2002; Thomas i sar., 2007,
Yarnell i Abascal, 2007; Shokrzadeh i sar., 2010).

2.2. Slobodni radikali i oksidativni stres

Po osnovnoj definiciji, slobodni radikali su atomi, joni ili molekuli, koji imaju jedan ili
vise nesparenih elektrona U Svojoj strukturi, a mogu nastati transferom jednog elektrona na
neradikalsku vrstu ili homolitickim raskidanjem kovalentne veze (Cadenas i Davies, 2000).
Nespareni elektron slobodnoradikalske vrste moze da se nalazi na C-atomu, kao kod alkil
radikala (‘'CHs, CH3CH,"), na O-atomu, kao kod alkoksil-, hidroksil-, peroksil- i superoksid
anjon radikala (RO°, HO", ROO", 0,"), na N-atomu, kao kod azotmonoksidnog radikala

(NO) ili na S-atomu, kao kod tiol radikala (RS"). Nesparen elektron imaju i atom vodonika
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(H)) i halogena (CI'), alkalni metali (Na’), kao i neki joni metala (Cu?*, Fe*"). Takode,
slobodni radikali mogu biti neutralni, ali i pozitivno (radikal katjon) i negativno (radikal
anjon) naelektrisani. Opsti termin reaktivne vrste kiseonika (reactive oxygen species, ROS)
obuhvata kiseonikove radikale i odredene neradikalske vrste koje su oksidativna sredstva i/ili
se lako prevode u radikale: HOCI, HOBr, O3, ONOO', '0,, H,0,. Medutim, pored ROS,
znacajnu grupu slobodnoradikalskih jedinjenja ¢ine i reaktivne vrste hlora (reactive chlorine
species, RCS), broma (reactive bromine species, RBS) i azota (reactive nitrogen species,
RNS), ¢iji pregled je prikazan u Tabeli 2.7. Pojam reaktivne vrste predstavlja opsti termin
koji objedinjuje ROS, RNS 1 reaktivne vrste sumpora i halogena. Iako svi kiseoni¢ni radikali

jesu ROS, svi ROS nisu samo radikalske vrste kiseonika (Halliwell, 2006).

Tabela 2.7. Nomenklatura reaktivnih slobodnoradikalskih i neradikalskih vrsta

Slobodnoradikalske vrste Neradikalske vrste
Reaktivne vrste kiseonika (ROS)

Superoksid anjon radikal, O,” Vodonik peroksid, H,O,

Hidroksil radikal, HO' Hipobromna kiselina, HOBr

Hidroperoksil radikal, HO," Hipohlorna kiselina, HOCI

Peroksil radikal, RO, Ozon, O3

Alkoksil radikal, RO’ Singletni kiseonik, 1Ag 0,

Karbonatni radikal, CO5” Organski peroksidi, ROOH

Ugljendioksidni radikal, CO," Peroksinitrit, ONOO

Singletni kiseonik, 12g+ 0, Peroksinitritna kiselina, ONOOH

Reaktivne vrste hlora (RCS)

Atomski hlor, CI’ Hipohlorna kiselina, HOCI
Nitril (nitronijum) hlorid, NO,CI
Hloramini

Hlor (gas), Cl,
Brom hlorid, BrCl
Hlor(1V) oksid, CIO,

Reaktivne vrste broma (RBS)

Atomski brom, Br’ Hipobromna kiselina, HOBr
Brom (gas), Br,
Brom hlorid, BrCl

Reaktivne vrste azota (RNS)

Azotmonoksidni radikal, NO Nitritna kiselina, HNO,
Azotdioksidni radikal, NO, Nitrozil katjon, NO*
Nitratni radikal, NO3’ Nitrozil anjon, NO’

Azot(I11)-oksid, N,O3
Azot (1V)-oksid, N,O,
Peroksinitrit, ONOO"
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Peroksinitrat, O,NOO"
Peroksinitritna kiselina, ONOOH
Nitronijum katjon, NO**
Alkilperoksinitriti, ROONO
Alkilperoksinitrati, RO,ONO
Nitronijum hlorid, NO,CI

Reaktivne vrste kiseonika i azota, kao endogeni intermedijeri, koji neprekidno nastaju u
zivim ¢elijama, imaju esencijalnu ulogu u regulaciji fizioloSkih procesa. Oni su jedinjenja
koja ucestvuju u signalizaciji Celijskih funkcija kao Sto su proliferacija, inflamacija 1
adhezija. Neke ROS ucestvuju u proizvodnji energije, fagocitozi, regulaciji Celijskog rasta,
signalizaciji ¢elijskih funkcija 1 sintezi bioloski vaznih jedinjenja. Mnoge bioloske aktivnosti
npr. azot(ll)-oksida posledica su upravo njegove radikalske prirode.

Slobodni radikali reaguju sa neradikalskim vrstama na nekoliko nadina: mogu da se
adiraju na drugi molekul i1 izazovu njegovo ostecenje, mogu da budu redukujué¢i (doniranje
jednog elektrona) ili oksidativni (abstrakcija jednog elektrona) agensi ili mogu da abstrahuju
proton, pri ¢emu su proizvodi ovih reakcija nove radikalske vrste, ¢ime zapravo zapocinje
lanc¢ana reakcija. U pogledu bioloskih sistema, poznato je da ROS mogu da ,,napadaju* lipide
¢elijskih membrana, proteine tkiva ili enzime, ugljene hidrate i DNK, da uzrokuju oksidaciju
i time izazovu oste¢enja membrana, DNK i modifikuju proteine (Pietta i sar., 1998).

Kod zdravih aerobnih organizama, produkcija slobodnoradikalskih vrsta je u stalnoj
ravnotezi sa antioksidantnim odbrambenim sistemom. Iako slobodni radikali imaju znacajnu
ulogu u nizu fizioloskih procesa, poremecaj balansa izmedu ovih reaktivnih vrsta i
antioksidantnog sistema moze da dovede do ozbiljnog naruSavanja normalne homeostaze
¢elije. Naime, narusavanje oksido-reduktivne ravnoteze usled povisenog nivoa slobodnih
radikala, uz visok stepen njihove neselektivne reaktivnosti i nestabilnosti, ¢iji uzrok su
nespareni elektroni, dovodi do stanja oksidativnog stresa. Kao posledica oksidativnog stresa
javljaju se tzv. oksidativna oStecenja, koja se izrazavaju kroz razli¢ita patoloska stanja.

Uopsteno, oksidativni stres moze da bude prouzrokovan poviSenim nivoom slobodnih
radikala, koji moze biti posledica povecanog izlaganja kiseoniku, prisustva toksina koji
proizvode ROS, inflamatornih procesa i sl. ili inhibirane funkcije antioksidantnog sistema,
koja se javlja pri npr. smanjenju aktivnosti enzima glutation peroksidaze, superoksid

dismutaze i sl. Oksidativni stres moze da se manifestuje kroz razli¢ite odgovore celija, kao
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Sto su proliferacija 1 adaptacija. Proliferacija, kojom mnoge c¢elije odgovaraju na umereni
oksidativni stres, moze biti dobra kod npr. zarastanja rana, ali loSa ako vodi fibrozi tkiva.
Adaptacija, koja podrazumeva pokretanje antioksidantnog odbrambenog sistema, moze
delimi¢no, potpuno ili povec¢ano da zastiti ¢eliju od ROS, a ukljucuje i/ili povecanje
koncentracija intracelularnog Ca** i prelaznih metala koji mogu da katalizuju
slobodnoradikalske reakcije. Medutim, oksidativni stres moze i da izazove ozbiljna oStec¢enja
¢elije, odnosno lipida, DNK, proteina, ugljenih hidrata i dr., §to u nekim slucajevima moze
biti inicijalna reakcija za adaptacione procese. Takode, oksidativno oSteCenje moze da
izazove 1 starenje Celije (Celija prezivljava, ali gubi sposobnost deobe), ali i njenu smrt.
Naime, ako u celiji ne dode do zamene oStecenih biomolekula, mogu da se jave trajna
oksidativna o$tecenja ili moze da dode do pokretanja procesa poput apoptoze ili nekroze, koji
neizbezno dovode do umiranja ¢elije (Halliwell i Gutteridge, 2007).

Slobodnoradikalske reaktivne vrste mogu da budu uzro¢nici bolesti, kao §to su to npr.
bioloske posledice izloZenosti povisenoj radijaciji ili insuficijencija selena ili tokoferola u
ishrani, ali je oksidativni stres najc¢eS¢e posledica bolesti imunog sistema, ishemije, reakcija
koje izazivaju lekovi ili toksini, starenja i niza uticaja koji izazivaju poremecaj funkcije jetre,
srca i kardiovaskularnog sistema, crvenih krvnih zrnaca, respiratornog sistema, bubrega,
nervnog sistema 1 dr. Uopsteno, klinicke studije pokazale su da se poviSeni nivo ROS,
odnosno oksidativna o$tecenja koja oni izazivaju, mogu dovesti u direktnu vezu sa nizom
oboljenja, poput ateroskleroze, vazospazme, bolesti brzeg starenja, kancera, reume,
mozdanog udara, astme, artritisa, infarkta srca, dermatitisa, kataraktogeneze, ostecenja retine,
hepatitisa, oStecenje jetre i dr. (Halliwell i Gutteridge, 2007). Ishrana bogata biljkama
doprinosi smanjenju rizika od razvijana ovih bolesti, zahvaljuju¢i mnostvu antioksidanata

(askorbat, tokoferoli, flavonoidi, karotenoidi), koji su prisutnih u njima (Halliwell, 2009).

2.2.1. Antioksidansi i odredivanje antioksidantnog potencijala

Opsta definicija antioksidansa podrazumeva sve supstance, koje u koncentracijama
znatno nizim od koncentracije supstrata koji moze da se oksiduje, znac¢ajno smanjuju ili

spreCavaju njegovu oksidaciju. U Sirem smislu, antioksidans je zapravo agens koji
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onemogucava, sprecava ili uklanja oksidativna ostecenja ciljanog molekula (Halliwell i
Gutteridge, 2007). Antioksidansi mogu da budu sintetisani in vivo ili uneti putem ishrane.
Uopsteno, oni se mogu podeliti u nekoliko grupa:
Agensi koji kataliti¢ki uklanjaju reaktivne vrste (ROS, RNS, RCS), npr. superoksid
dizmutaza (SOD), superoksid reduktaza, katalaza i peroksidaze
Agensi koji utiu na smanjenje formiranja reaktivnih vrsta, poput mitohondrijalnih
proteina, koji mogu da redukuju dostupnost jona koji imaju prooksidativno dejstvo
(joni gvozda ili bakra), npr. transferin, albumin, haptoglobin, hemopeksin,
hemooksigenaze
Proteini koji Stite biomolekule od oksidativnog osSte¢enja drugim mehanizmima, npr.
¢aperoni
Agensi koji poseduju ,skevindzer aktivnost, npr. karotenoidi, fenoli, flavonoidi,
terpenoidi
Molekuli koji nisu osetljivi na oksidativna oStecenja 1 koji ,,zamenjuju” molekule
podlozne oksidaciji, npr. fumaraza C u E. coli
,Zrtveni agensi”, koji se preferencijalno oksiduju, da bi se saduvali vaZniji

biomolekuli, npr. a-tokoferol, bilirubin, askorbat, urat, albumin, plazmalogeni.

Kada se slobodni radikali formiraju in vivo, uloga razli¢itih antioksidanasa zavisi¢e od
prirode, mesta i nafina generisanja reaktivne vrste, kao i 0d molekula koji moze da bude
ostecen. Na primer, urati imaju kljuénu antioksidantnu ulogu pri poviSenom nivou O3 ili NO',
a nasuprot tome, slabo Stite od ostecenja plazme izazvane HOCIl-om. Takode, nivo zastite od
oksidativnog oStecenja zavisi od tipa Celije, odnosno tkiva. Smatra se da stem celije imaju
vrlo visok nivo antioksidantne zastite (Dernbach i sar., 2004; Finkel, 2005), dok se
odbrambeni mehanizam u ekstracelularnim te¢nostima znacajno razlikuje od intracelularnih.
Medutim, antioksidantna zastita moze da potice i od agenasa unetih ishranom i zato
poslednjih decenija sve veci znacaj imaju upravo ispitivanja antioksidantnih svojstava
namirnica. Naime, ishrana bogata snaznim antioksidantnim agensima, poput askorbinske
kiseline, vitamina E, karotenoida ili biljnih fenola, zahvaljujuéi sposobnosti ovih jedinjenja
da smanjuju nivo slobodnoradikalskih vrsta, moZe da utiCe na prevenciju, ali 1 da ima

terapeutsko dejstvo u slucaju bolesti povezanih sa oksidativnim stresom. U cilju ispitivanja
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uticaja razli¢itih agenasa na nivo slobodnih radikala kako u hrani, tako i u bioloskim
sistemima, metode za odredivanje neutralizacije slobodnih radikala, odnosno antioksidantnog
potencijala imaju Siroku primenu. U pogledu ispitivanja hrane, neophodno je da se odredi
efikasnost prirodnih antioksidanata pri zastiti od oksidativnog oSteéenja hrane, kao i
antioksidantni kapacitet razlicitih biljaka. Odredivanjem antioksidantnog statusa u bioloskim
sistemima moze da Se prati uticaj ishrane na oksidativni stres i doprinos u prevenciji bolesti
¢iji uzroc¢nici su oksidativna oStecenja (Sanchez-Moreno, 2002).

Efikasnost antioksidanata odreduje se merenjem inhibicije oksidacije odgovarajuceg
supstrata. Nakon Sto se pod strandarnim uslovima supstrat oksiduje, stepen oksidacije
(zavr$na tacka) se meri hemijskim, instrumentalnim ili senzornim metodama. Zato su
osnovni delovi svakog testa pogodan supstrat, inicijator oksidacije 1 odgovarajuci nacin za
merenje zavrSne tacke. Kombinacije supstrata, inicijatora i zavrSne tacke su mnogobrojne 1 sa
istim analitickim tehnikama moguce je izvesti nekoliko razli¢itih analiti¢kih postupaka
(Sanchez-Moreno, 2002).

Uopsteno, testovi za odredivanje antioksidantnog potencijala u bioloskim sistemima i
namirnicama mogu biti zasnovani na:

sposobnosti hvatanja slobodnih radikala
transferu elektrona
inhibiciji lipidne peroksidacije

Zbog velikog broja reaktivnih hemijskih vrsta koje naruSavaju homeostazu celije 1
raznolikosti mehanizma njihovog delovanja, nemogucée je definisati jedinstveno merilo
antioksidantne aktivnosti. U procesu evaluacije antioksidantnog potencijala ispitivane
supstance, potrebno je izabrati kombinaciju viSe testova koji se zasnivaju na razliCitim
principima 1 pokazuju antioksidantni potecijal ispitivane supstance putem razlicitih
mehanizama delovanja. U Tabeli 2.8. navedene su neke od metoda koje mogu da se primene

za odredivanje antioksidantnog potencijala razli¢itih agenasa.
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Tabela 2.8. Primeri metoda za odredivanje antioksidantnog potencijala u bioloskim sistemima i

namirnicama
Metoda Princip
Sposobnosti hvatanja slobodnih radikala
merenje procenta inhibicije stvaranja O,", generisanog u reakciji fenazin-metilsulfata
L (PMS) u prisustvu NADH i molekulskog kiseonika ili hipoksantin/ksantin-oksidaza
Odredivanje . L R
kapaciteta sistemu; pracenje: _spe_kt_rqfotometrljs}ﬂ (Sanchez-MoreQ(_)_, 2002)_ .
hvatanja merenje procenta |nh|b.|cu¢.a stvaranja etena u reakcm generisanog O,” sa o-
superoksid anjon ketometlolbuterpom_ kiselinom (KMB); pracenje: GC (Gas Chromatography)
radikala (MacDonald-Wicks i sar., 2006)_ _ o
,hvatanje* generisanog O, 5,5-dimetil-1-pirolin-N-oksidom; pra¢enje: elektron spin
rezonantna (ESR) spektrofotometrija (MacDonald-Wicks i sar., 2006)
,»deoksiriboza test*: merenje procenta inhibicije stvaranja malonildialdehida (MDA),
nastalog oksidativnim dejstvom Fentonovom reakcijom generisanog HO™ na
deoksiribozu; pracenje: spektrofotometrijski (Sanchez-Moreno, 2002)
HORAC test (hydroxyl radical averting capacity): merenje procenta inhibicije
Odredivanje hidroksilacije p-hidroksibenzoeve kiseline HO® generisanim Fentonovom reakcijom
kapaciteta sa Co®"; pra¢enje: HPLC-MS (High Performance Liquid Chromatography-Mass

hvatanja hidroksil

radikala

Spectrometry) (MacDonald-Wicks i sar., 2006)
3D test (damaged DNA detection): merenje procenta inhibicije stepena ostecenja
DNK izazvanog HO' generisanim u Fentonovoj reakciji (Sanchez-Moreno, 2002)
merenje procenta inhibicije peroksidacije lipozoma ili linoleinske kiseline izazvane
ROQO" generisanim iz azo jedinjenja; pracenje: spektrofotometrijski (Sanchez-
Moreno, 2002)

Odredivanje
kapaciteta

hvatanja peroksil

radikala

TRAP test (total radical-traping antioxidant parameter assay): odredivanje
antioksidantnog statusa humane plazme pracenjem potrosnje kiseonika tokom
oksidativnog  procesa  (generisanje  ROO" termalnom dekompozicijom
vodorastvornog  azo-inicijatora) i poredenje sa  Trolox-om; praéenje:
spektrofotometrijski (Sanchez-Moreno, 2002; MacDonald-Wicks i sar., 2006)

ORAC test (oxygen radical absorbance capacity assay): merenje procenta inhibicije
promene fluorescencije B-fikoertrina ili fluoresceina u prisustvu azo-generatora
ROQ'; pracenje: spektrofotometrijski (Sanchez-Moreno, 2002; MacDonald-Wicks i
sar., 2006)

merenje procenta inhibicije izbeljivanja karotenoida krocina u prisustvu azo-
generatora ROO"; pracenje: spektrofotometrijski (Sdnchez-Moreno, 2002)

Odredivanje
kapaciteta

hvatanja vodonik-

merenje procenta inhibicije skopoletin u nefluorescentni proizvod pod dejstvom
peroksidaze iz rena u prisustvu H,O,; pracenje: hemiluminometrijski (Sanchez-
Moreno, 2002)

merenje procenta inhibicije hemiluminiscencije pobudenog aminoftalata, nastalog u

peroksida reakciji diazahinona (generisanog reakcijom luminola sa hipohloritom) sa H,O;
pracenje: hemiluminometrijski (MacDonald-Wicks i sar., 2006)
Odredivanje merenje procenta inhibicije oslobadanje etena u sistemu
kapaciteta mijeloperoksidaza/H,0,/NaCl ~ u  prisustvu  1-aminociklopropan-karboksilne
hvatanja kiseline; pracenje: GC (Sanchez-Moreno, 2002)
hiophlorne merenje procenta inhibicije as-antiproteinaze u prisustvu HOCI generisane iz natrijum
kiseline hipohlorida; pracenje: spektrofotometrijski (Sanchez-Moreno, 2002)
Odredivanje
kapaciteta merenje procenta inhibicije nitritnih jona generisanih iz vodenog rastvora natrijum-
hvatanja azot(l1)- nitroprusida; pracenje: spektrofotometrijski (Green i sar., 1982)
oksida
Odredivanje
kapaciteta merenje procenta inhibicije promene fluorescencije dihidrorodamina 123 u
hvatanja fluorescentni rodamin 123 pod dejstvom ONOO™ (Séanchez-Moreno, 2002)

peroksinitrita
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Transfer elektrona

Odredivanje
neutralizacije
DPPH' radikala
Odredivanje TEAC test (trolox equivalent antioxidant capacity): merenje procenta neutralizacije
neutralizacije ABTS"™ radikala, generisanog u sistemu H,O,/peroksidaza i poredenje sa Trolox—

ABTS" radikala om; pracenje: spektrofotometrijski (Sanchez-Moreno, 2002)

FRAP test (ferric ion reducing antioxidant power): merenje procenta inhibicije
redukcije Fe**-tripiridiltriazin (Fe**-TPTZ) kompleksa do Fe®*-TPTZ; pracenje:
spektrofotometrijski (MacDonald-Wicks i sar., 2006)

Lipidna peroksidacija

merenje potro$nje kiseonika; prac¢enje: manometrijsko, gravimetrijsko, polarografsko
(Laguerre i sar., 2007)

merenje gubitka supstrata: izbeljivanje B-karotena; pracenje: spektrofotometrijski
(Laguerre i sar., 2007)

pracenje formiranja primarnih produkata oksidacije hidroperoksida; pracenje:
spektrofotometrijski (Laguerre i sar., 2007)

pracéenje formiranja sekundarnih produkata oksidacije malonildialdehida; pracenje:
spektrofotometrijski, HPLC (High Performance Liquid Chromatography), GC-FID
(Gas Chromatography-Flame lonization Detector) (Laguerre i sar., 2007)

merenje  procenta  neutralizacije  stabilnog DPPH' radikala; pracenje:
spektrofotometrijski (Sanchez-Moreno, 2002; MacDonald-Wicks i sar., 2006)

Odredivanje
redoks potencijala

Inhibicija lipidne
peroksidacije

2.3. Inflamacija i metabolizam arahidonske kiseline

Razvoj zapaljenske, odnosno imune reakcije u organizmu sisara posledica je
odbrambenog odgovora organizma na napad patogena (izazivaca bolesti). Takode, 1 sam
odgovor moze da prouzrokuje oSteCenje i da tako ¢ini deo procesa razvoja oboljenja, koji
moze da vodi ka akutnom stanju, kao na primer kod astme, reumatoidnog artritisa ili
ateroskleroze. Za ovakva stanja neadekvatno razvijenih zastitnih inflamatornih 1/ili imunih
odgovora, namenjeni su antiinflamatorni ili imunosupresivni lekovi.

Odbrana organizma od patogena posredovana je ranim reakcijama urodenog i kasnijom
reakcijom adaptivnog imunog odgovora (Rang i sar., 2004):

. Urodeni (nespecificni) imuni odgovor se aktivira neposredno po infekciji, okrece
odgovor domacdina na infektivni organizam i Salje pobudujucéi signal za adaptivni imuni
odgovor. Osim toga, ima ulogu u prevenciji napada i osteéenja ¢elije domaéina tokom
adaptivnog odgovora. Urodeni imuni odgovor aktivira se isklju¢ivo na infekcije
mikroorganizama i razvija isti odgovor prilikom ponovljene infekcije. Osnovne
komponente urodenog imunog odgovora su fizicke 1 hemijske barijere, fagocitne celije
i ¢elije prirodne ubice (NK — Natural Killer cells), proteini iz krvi, kao $to su proteini

sistema komplemenata, citokini, itd.

27



Marija Lesjak Doktorska disertacija

. Adaptivni (steceni, specificni) imuni odgovor, koji se pokrece tek nakon toga sto
urodeni imuni odgovor prepozna patogen. On uvodi sveobuhvatan niz reakcija koje su
izuzetno specificne za invazivni organizam, ta¢nije adaptira se prema infekciji, ¢ineéi
dejstva celija i medijatora, koji u€estvuju u urodenom odgovoru, mnogo efikasnijim.
Takode, adaptivni imuni odgovor ostavlja ,,memorijski zapis* o susretu sa patogenom i
nakon ponovljenog susreta reakcija na isti patogen je snaznija i brza.

Iako razliciti, ova dva tipa imunog odgovora su u stalnoj interakciji: nespecificni imunitet
odreduje vrstu specificnog imunoloskog odgovora, dok specifi¢ni imnitet dalje usmerava 1
pojacava nespecificni. Nasuprot tome §to su ove reakcije protektivne i imaju znacaj za
prezivljavanje, one mogu da budu i Stetne ukoliko se razvijaju na neodgovarajuéi nacin. Na
primer, reakcije preosetljivosti predstavljaju neadekvatno razvijene imune reakcije. Takode,
nalaze se i u osnovi autoimunih oboljenja, tj. oboljenja uzrokovanih imunim reakcijama
usmerenim prema sopstvenim tkivima domacina.

Postoji niz medijatora inflamacije, koji u organizmu nastaju u toku patoloskih procesa, a
takode su odgovorni 1 za normalno odrZzavanje homeostaze. U grupu farmakoloski znacajnih
medijatora inflamacije spadaju: histamin, eikozanoidi, leukotrieni (LT), faktor agregacije
trombocita (PAF), bradikinin (BK), azot-oksid (NO), neuropeptidi i citokini (Rang i sar.,
2004; Abbas i Lichtman, 2006).

Histamin je bazni amin, deponovan u granulama mastocita i bazofila, a izluCuje se kao
odgovor na lokalnu zapaljensku reakciju. Ubrizgan interdermalno, histamin izaziva: crvenilo,
usled lokalne vazodilatacije, i otok, usled direktnog dejstva na krvne sudove i vazodilatacije.
Glavna patofizioloska dejstva histamina su: stimulacija sekrecije gastri¢ne kiseline (blokira
se Hy-receptorskim antagonistima) i uloga medijatora u reakcijama preosetljivosti tipa I, kao
Sto su urtikarija i visoka temperatura (blokira se H;-receptorskim antagonistima).

Eikozanoidi nastaju iz fosfolipida dejstvom fosfolipaze A, (PLA,), pri ¢emu se oslobada
arahidonska kiselina, koja se dalje mataboliSe ili ciklooksigenaznim ili lipooksigenaznim
putem do krajnjih proizvoda: prostaglandina (PG), tromboksana (TX), LT i LX. Oni su
ukljuceni u brojne fizioloSke procese i1 predstavljaju jedne od najvaznijih medijatora
zapaljenske reakcije. Detaljan pregled njihove biosinteze 1 bioloske aktivnosti dat je u

Poglavlju 2.3.2.
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Leukotrieni su proizvodi lipooksigenaznog puta metabolizma arahidonske Kkiseline.
Takode, imaju vaznu ulogu u inflamatornim procesima, a detaljan pregled njihove biosinteze
i bioloske aktivnosti prikazan je u Poglavlju 2.3.4.

Faktor agregacije trombocita oslobada se indirektno, pod uticajem (PLA;) iz mnogih
aktiviranih celija zapaljenja i deluje posredstvom specificnih receptora smestenih na
razli¢itim ciljnim ¢elijama. FarmakoloSka dejstva PAF-a obuhvataju vazodilataciju,
povecéanje vaskularne permeabilnosti, hemotaksu leukocita (posebno eozinofila), aktivaciju
leukocita, aktivaciju 1 agregaciju trombocita 1 spazmogeno dejstvo na glatke miSi¢e. PAF je
medijator u mnogim tipovima zapaljenja i ima ulogu u bronhijalnoj preosetljivosti, kao i u
odloZenoj fazi astme.

Bradikinin je nonapeptid koji nastaje isecanjem iz kininogena, a-globulina iz plazme, pod
dejstvom proteolitickog enzima kalikreina. Enzim kinaza I transformiSe ga do oktapeptida
BKi.s (des-Arg-BK), koji se inaktivira pod dejstvom angiotenzin-konvertujueg enzima u
plu¢ima. Farmakoloska dejstva bradikinina su vazodilatacija (u velikom stepenu zavisna od
endotela, izazvana stvaranjem azot-oksida i aktivacijom PLA,, ¢ime se oslobada prostaciklin
(PGly)), povecanje vaskularne permeabilnosti, stimulacija nervnih  zavrSetaka
specijalizovanih za bol, stimulacija transporta jona i sekrecije te¢nosti u epitelu pluca i
gastrointestinalnog trakta, i kontrakcija glatkih miSi¢a intestinuma i uterusa.

Azot(I1)-oksid uglavnom ima proinflamatorna dejstva. U zapaljenske reakcije najcesce je
ukljuc¢en inducibilni oblik NO sintaze (iNOS) i skoro sve inflamatorne ¢elije kao odgovor na
stimulaciju citokinima eksprimiraju INOS. NO' je mocan vazodilatator, poveéava vaskularnu
permeabilnost, kao i produkciju proinflamatornih prostaglandina. NO' ili supstance koje iz
njega nastaju, ispoljavaju citotoksi¢no dejstvo protiv bakterija, gljivica, virusa i metazoa, a
smatra se da NO" unapreduje i lokalne odbrambene mehanizme. Medutim, ukoliko se stvara
u preteranoj koli¢ini, moZze da bude Stetan za Celije domaéina. Sa druge strane, neka od
njegovih dejstava su antiinflamatorna, s obzirom na to da, nakon otpustanja iz endotelnih
¢elija, on inhibira adheziju neutrofila i trombocita, kao i agregaciju trombocita.

Neuropeptidi oslobodeni iz senzornih neurona doprinose zapaljenskim reakcijama, a ovaj
fenomen poznat je kao neurogena inflamacija. Glavni peptidi, koji su ukljuéeni u ovaj proces
su supstanca P, neurokinin A i CGRP (peptid srodan kalcitonin-genu, calcitonin gene-related

peptide). Supstanca P i neurokinin A (¢lanovi familije tahikinina) deluju na mastocite, pri
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¢emu se oslobada histamin i drugi medijatori i izazivaju kontrakciju glatke muskulature i
sekreciju mukusa, dok je CGRP snazan vazodilatator.

Citokini su peptidi koje oslobadaju, kao odgovor na antigen, imune i zapaljenske ¢elije u
imunim i zapaljenskim reakcijama, a reguliSu aktivnost tih celija. Superfamilija citokina
obuhvata inteferone, brojne interleukine (IL), a-faktor nekroze tumora (TNF-a), razliCite
faktore rasta, hemokine i faktore stimulacije rasta kolonija. Oni deluju unutar sloZzene mreze,
u kojoj ostvaruju veze izmedu leukocita, vaskularnih endotelnih ¢elija, mastocita,
fibrioblasta, mati¢nih ¢elija hematopoeze i osteoklasta, u kojoj kontrolisu proliferaciju,
diferencijaciju 1/ili aktivaciju ovih ¢elija autokrinim (deluju na ¢eliju koja ih je proizvela) ili
parakrinim (deluju na celije u blizini) mehanizmima. Svaki citokin ima viSe bioloskih
aktivnosti (pleotropizam), a razli¢iti tipovi ¢elija mogu da eksprimiraju receptore za isti
citokin. Takode, viSe citokina moze da ima iste ili slicne bioloske aktivnosti (redudantnost),
odnosno razli¢iti citokini mogu da aktiviraju iste signalne puteve. IL-1 i TFN-a su vazni
primarni inflamatorni citokini, jer indukuju stvaranje drugih citokina. IL-2 stimulise
proliferaciju T-Celija. IL-4 deluje na produkciju IgE u B-¢elijama, dok IL-5 aktivira
eozinofile. Interferoni -a. i -p (IFN-a, IFN-B) imaju antivirusno dejstvo, pa se IFN-a
primenjuje kao dodatak u terapiji virusnih infekcija. Vazna imunoregulativna uloga IFN-y
posledica je njegovog uticaja na aktivaciju makrofaga, a koristi se u terapiji multiple

skleroze.

2.3.1. Arahidonska kiselina

Arahidonska kiselina (5,8,11,14-eikosatetraen-kiselina), viSestruko nezasi¢ena masna
kiselina sa 20 C-atoma i Cetiri dvostruke veze, predstavlja najceséi zajedni¢ki metabolicki
prekursor grupe bioloski aktivnih jedinjenja, eikozanoida, koji imaju 20 atoma ugljenika
(gréki: eicosa - dvadeset) i tri, Cetiri ili pet dvostrukih veza. Arahidonska kiselina unosi se
hranom ili moze da nastane iz esencijalne linolenske kiseline (Koracevi¢ i sar., 1996). U
¢elijama, arahidonska kiselina najces¢e se nalazi u esterifikovanom obliku, ugradena u
fosfolipide membrane, zbog Cega sintezi eikozanoida prethodi njeno oslobadanje iz ovih
estara. Sposobnost sinteze eikozanoida imaju sve ¢elije ljudskog oragnizma osim eritrocita, a

njihovo prisustvo dokazano je i u Zivotinjskim i U biljnim ¢elijama.
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Uopsteno, veliki broj razli¢itih fizickih, hemijskih i hormonskih stimulusa, moze da
pokrene oslobadanje arahidonske kiseline, direktno ili indirektno, aktivirajuc¢i jednu od
specifi¢nih fosfolipaza (acil-hidrolaza). Tako je, na primer, trombin stimulus za trombocite,
C5a za neutrofile, bradikinin za fibroblaste, a reakcija antigen-antitelo za mastocite.
Ostecenje ¢elija takode pokrece ovaj proces (Rang i sar., 2004; Abbas i Lichtman, 2006).

Smatra se da je regulacija brzine sinteze eikozanoida ostvarena upravo na nivou hidrolize
estara arahidonske kiseline pod dejstvom fosfolipaza. Fosfolipaza, koja nacesée kataliSe
reakciju oslobadanja arahidonske kiseline, je intracelularna PLA;, koja moze da uti¢e i na
stvaranje lizogliceril-fosforilholina (lizo-PAF), prekursora jo§ jednog medijatora inflamacije,
PAF-a. Zapravo, postoje tri grupe fosfolipaza A,: sekretorne (SPLA?), od kojih tip 1A i V
ucestvuju u inflamatornim procesima, celularne (cPLA7), podeljene u pet grupa, od kojih su
PLAz-a, PLA2-B, PLA»-y i iPLA; (kalcijum-nezavisna (calcium-independent) PLA;) do sada
najbolje proucene, i PLA, koje hidrolizuju PAF ili oksiduju fosfolipide. Pri sintezi
eikozanoida, aktivacija cPLA; postize se fosforilacijom cPLA; pomoc¢u razli¢itih kinaza i
njenom translokacijom do membranskih fosfolipida putem kalcijum-vezujué¢ih domena,
pracenu povecanjem intracelularnog Ca™, koji omogucava pristup citosolnom enzimu do
membranskog supstrata (Leslie, 1997).

Hidroliza estara arahidonske kiseline moze da se odigra u jedno- (Slika 2.9.) ili
dvostepenom procesu (Slika 2.10.; Rang i sar., 2004).

Fosfolipidi

Fosfolipaza A, \

N @)* 6/ o Fosfolipaza D Fosfolipaza C

- 2
o Fosfolipaza D l l\' IP/IP,/IP,
R—CX%0—CH Fosfatidna kiselina Diacilglicerol
.8 LI

HZC—O—x—IID—XO—R" DAG kinaza

Fosfolipaza A, OH Fosfolipaza A, DAG lipaza

Fosfolipaza C \) ‘/\» Glicerol
Arahidonat

Slika 2.9. Jednostepeno oslobadanje

arahidonske Kiseline iz fosfolipida Slika 2.10. Dvostepeno oslobadanje
(R/R' - O-acil ostatak arahidonske kiseline ili arahidonske kiseline iz fosfolipida
drugih masnih kiselina, R" - holin, etanolamin, (IP - inozitol fosfat, DAG - diacilglicerol)

serin, inozitol ili vodonik)
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U jednostepenom procesu (Slika 2.9.), arahidonska kiselina, koja se najcesce nalazi u sn-
2 polozaju fosfolipida, oslobada se direktnim dejstvom PLA,. U dvostepenom procesu (Slika
2.10.), u hidrolizu fosfolipida ukljucene su i fosfolipaze D i C, diacilglicerol (DAG) kinaza i
lipaza, kao i PLA,. Fosfolipaza C specifi¢no hidrolizuje fosfatidilinozitol uz nastajanje IP i
DAG. DAG moze da se hidrolizuje pomocu diacilglicerol lipaze i odgovoran je za nastanak
slobodne arahidonske kiseline. Fosfolipaza D takode moze da uzrokuje nastanak DAG preko
fosfatidinske kiseline, a samim tim i slobodne arahidonske kiseline. Slobodna arahidonska
kiselina dalje podleze procesu oksidacije, koji vodi ka nastajanju klju¢nih produkata njenog

metabolizma, eikozanoida.

2.3.2. Biosinteza eikozanoida

U zavisnosti od aktivnosti specificnih enzima, metaboli¢ki put slobodne arahidonske
kiseline moze da se kreCe u tri razliita pravca, a prema nazivu klju¢nih enzima to su:
ciklooksigenazni, lipooksigenazni i epoksigenazni put biosinteze eikozanoida (Slika 2.11).

MEMBRANSKI FOSFOLIPIDI

PLA,
Ishrana
— COOH HETE
EET —» HPETE — LIPOKSINI
HETE CYP-450 \— "\—— 5-LOX LEUKOTRIENI

12-LOX
5,8,11,14-eikozatetraconat 15-LOX

ARAHIDONSKA
KISELINA
COX-1
COX-2

PGH,

l

PROSTANOIDI
(PROSTAGLANDINI | TROMBOKSANI)

Slika 2.11. Opsta Sema metabolizma slobodne arahidonske kiseline
(PLA; - fosfolipaza A,, CYP-450 - citohrom P450, EET - epoksieikosatrien-kiselina, HETE -
hidroeikosatetraen-kiselina, COX - ciklooksigenaza, PGH, - prostaglandin H,, LOX - lipooksigenaza,
HPETE - hidroperoksieikosatetraen-kiselina)
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Eikozanoidi, farmakoloski i fizioloski medijatori koji nastaju metabolizmom arahidonske
kiseline, obuhvataju Cetiri klase jedinjenja: PG, TX, LT i LX i1 imaju jednu od klju¢nih uloga
u mnogim patoloskim procesima u ljudskom organizmu. Slicno hormonima, oni ispoljavaju
fizioloske efekte pri veoma niskim koncentracijama, ali za razliku od mnogih drugih
hormona, eikozanoidi se ne deponuju u celijama, ve¢ su njihova sinteza i oslobadanje
trenutni, u momentu stimulacije. Eikozanoidi ispoljavaju svoj efekat na ¢eliju posredstvom
G-proteinskih receptora. Razli¢iti G-proteini, aktivirani interakcijom sa odgovarajuéim
receptor-ligand (eikozanoid) kompleksom, uticu na koncentraciju sekundarnih ,,mesindzera“
(ciklicni AMP, inozitoltrisfosfat (IPs), inozitoltetrafosfat (IP;), DAG ili Ca®") ili
intracelularnih jona (K™ ili najverovatnije Na* i H") tako §to stimuli$u ili inhibiraju adenilat
ciklazu, aktiviraju fosfolipazu C, otvaraju i zatvaraju Ca®* i K* kanale ili uti¢u na Na*/H"
izmenu. MnoStvo bioloskih efekata koje ispoljavaju eikozanoidi posledica su postojanja
razli¢itih receptora, specificnih za odredeni eikozanoid, a koji se mogu kuplovati samo sa
odredenim G proteinom, odgovornim za odgovarajucu bioloSku aktivnost (Smith, 1989).

Epoksigenaznim putem metabolizma arahidonske kiseline nastaje veliki broj
oksidacionih metabolita, epoksida (Slika 2.12. Curtis-Prior, 2004).

O
—_— = COOH P, — COOH
ol

Regioizomeri
. - 8,9-Epoksieikozatetraen- 5,6-EET
Arahidonska kiselina Pso kiselina (8,9-EET) 8 9-EET
l Puso 11,12-EET
14,15-EET
DS DS
oo, oo
OH
20-Hidroksieikozatetraen- 12(R)-Hidroksieikozatetraen-
kiselina (20-HETE) kiselina (12-HETE)

Slika 2.12. Biosintetski produkti dobijeni dejstvom razli¢itih citohrom P-450 izoenzima na
arahidonsku kiselinu: reakcije formiranja Cetiri razli¢ita regioizomera epoksieikozatetraen kiseline
(EET), reakcija sli¢na reakcijama lipooksigenaznog puta (proizvod 12(R)-HETE) i w-oksidacija
(primer: nastajanje 20-HETE).
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Regioizomerne epoksieikozatrien Kkiseline nastaju reakcijom umetanja kiseonika u jednu
od Cetiri dvostruke veze arahidonske kiseline, pod dejstvom monooksigenaznog enzima
citohroma P-450. Nastanak ovih produkata oksidacije zavisi od aktivnosti citohroma P-450 i
raspolozivog O, (Catella i sar., 1990). Ova jedinjenja, za razliku od prostaglandina, mogu biti
inkorporisana i skladiStena u fosfolipidima. Takode, ova jedinjenja poseduju izrazenu
biolosku aktivnost sa razli¢itim svojstvima, odnosno mogu da mobiliSu mikrozomalni
kalcijum, inhibiraju transport jona, deluju na glatke misi¢ne ¢elije, na trombocite, a smatra se
i da imaju vaznu ulogu u funkciji bubrega. Pored epoksida, produkti ovog puta mogu da budu
i 20-hidroksi, odnosno 20-karboksi kiseline nastale w-oksidacijom arahidonske kiseline, kao i
proizvodi sli¢ni proizvodima lipooksigenaznog puta, ali suprotne stereohemije (12(R)-
HETE).

U ciklooksigenaznom i lipooksigenaznom metabolizmu arahidonske kiseline nastaju tri

grupe eikozanoida: grupa 1, 2 i 3 (Slika 2.13.).
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Ishrana Membranski fosfolipidi
Linoleat Fosfolipaza A, Grupa 2
Prostanoidi

i -2H Grupa 1 PGD

_ Prostanoidi Ishrana 2

y-Linolenat PGE @ PGE,

1
i +2C 1+ PoF, y i =7 PG,
PGI,

—"N\= \Leukotrieni —"\—=
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Leukotrieni
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Slika 2.13. Nastajanje tri grupe eikozanoida i njihovi biosintetski prekursori
(PG - prostaglandin, PGI - prostaciklin, TX - tromboksan, LT - leukotrien, LX - lipoksin;
1 - ciklooksigenazni put, 2 - lipooksigenazni put)

Biosintetski prekursori eikozanoida iz grupa 1, 2 i 3 su esencijalne masne kiseline
linoleat i a-linolenat ili direktno arahidonat i eikosapentaenoat. Sinteza PG, i TX; serije
(prostanoidi; supskript oznacava ukupan broj dvostrukih veza u molekulu) ostvaruje se
ciklooksigenaznim (1), dok se siniteza LT, i LX, serije ostvaruje lipooksigenaznim putem
(2), pri ¢emu dolazi do kompeticije ciklo- i lipooksigenaze za arahidonatni supstrat. Sli¢ne
reakcije odigravaju se i pri sintezi PG i TX iz grupe 2 i 3 (Mayes i Botham, 2003). Primarni
ciklooksigenazni produkti, poput prostaglandina serije E i F, PGl i TXA,, predstavljaju
klinicki najvaznije metabolite zbog mogucnosti njihove terapijske primene. Ovi metaboliti

ispoljavaju najjaci efekat na glatke miSice disajnih puteva, gastrointestinalnog i
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reproduktivnog sistema, kao i na vaskularnu muskulaturu. Ostale ciljne ¢elije su trombociti 1
monociti, zatim neuroni centralnog nervnog sistema (CNS), autonomnog nervnog sistema

(ANS) i senzorni nervni zavrseci.

2.3.3. Ciklooksigenazni put metabolizma arahidonske kiseline i fizioloSka
dejstva nastalih produkata

Na Slici 2.14. prikazana je opsta Sema metabolizma slobodne arahidonske kiseline

Arahidonska kiselina

ciklooksigenaznim putem.

20,
Ciklooksigenaza*

T ..... SN ™" cooH
COOH O E
OOH
PGG,
Peroksidaza*
/ l )
? \ Prostaciklin ) E-H PPN
~ sintaza = § S coom < * WOH
[ R —
O\/\/\/\/ = c-H = .
: i o OH
HO : OH
Pet, | & PGH MDA + HHT
2
l i Izomeraza Tromboksan
Oy, COOH Q PN sintaza
i \‘/\/v WOH S cooH
HO g : 0N ;
F OH oH
: : lzomeraza
HO OH PGE, HO TXA,
6-Keto PGF
Reduktaza | = ,
o OH
Y PGD,
HO OH
: & H HO O F ;
HO OH i
PGF,, TXB,

Slika 2.14. Ciklooksigenazni put biosinteze prostaglandina
(PG - prostaglandin, PGI - prostaciklin, TX - tromboksan, HHT - hidroksiheptadekatrienoat,
MDA - malonildialdehid, *- aktivnost oba enzima pripisuje se dejstvu prostaglandin H sintaze)
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Sinteza prostanoida (PG i TX) iz arahidonske kiseline zapocinje adicijom dva molekula
kiseonika na arahidonsku Kiselinu, a katalizovana je prostaglandin H sintazom (PGHS ili
ciklooksigenaza, COX), bifunkcionalnim enzimom koji ispoljava aktivnost ciklooksigenaze i
peroksidaze. Prvi stepen konverzije podrazumeva nastajanje prostaglandina G, u reakciji
koja se odvija slobodnoradikalskim mehanizmomn (Slika 2.15.) i katalizovana je samom
ciklooksigenazom, dok se dalja transformacija PGG, u PGH; vrs$i dvoelektronskom
redukcijom posredovanom peroksidazom. U ovom procesu, dolazi i do oslobadanja
slobodnih radikala, koji ireverzibilno inaktiviraju COX, uspostavljajuéi na taj nacin

negativnu povratnu spregu koja regulise sintezu endoperoksida.

Faza |
COOH
= / <r\ ~ R]_
/\/\/\/CHa /\/RZ HC/\/\/RZ
%~ .
CH BT Arahidonska kiselina Clgradlkal C,, radikal
o
\© Tyr g5 radikal
Faza Il e o
~
S R, S Q/\Rl %H\HC./\R1
T < - 1 pa
HC/\/\/RZ X Ry CHMRZ
L . /11 O/11 | u
0, 0-0
C,, radikal peroksil radikal Cgradikal
Faza Ill TYrags
O (e} .
\(Q:H . \%H . radikal @ _ COOH
CI T X
cH ~F he< cH™ > ey =
o/11 15 0/11 . /15 o)
o]
0—oO HO~

peroksil

Cisradikal O ojiar 10 PGG,
TYrgg5

Slika 2.15. Mehanizam nastajanja PGG,

U prvoj fazi tirozil radikal uklanja His pro-S atom arahidonske kiseline, pri ¢emu nastaje
C11-Cy5 delokalizovani pentadienil radikal. Nastali Cq; radikal, u drugoj fazi napada molekul
kiseonika uz stvaranje peroksil radikala. Peroksil radikal dalje reaguje sa Cg atomom

formirajuci cikli¢énu strukturu - Cg radikal. Poslednja faza podrazumeva napad formiranog
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radikala na dvostruku vezu C;, atoma, pri ¢emu nastaje bicikli¢ni peroksid i novi radikal sa
maksimalnom elektronskom gustinom na C;s atomu. Dalje, dolazi do napada na drugi atom
kiseonika uz formiranje peroksil radikala koji se redukuje u PGG,, pri ¢emu se Tyr-radikal
regenerise i ponovo ulazi u reakciju (Marnett i sar., 1999).

Postoje dva izoenzimska oblika ciklooksigenaze: COX-1 i COX-2 (Pairet i Engelhardt,
1996). COX-1 sastoji se od 602, a COX-2 od 604 aminokiseline i oko 80% aminokiselinskog
sastava identi¢no je kod oba enzima, sa najizrazenijim razlikama na C-, N-terminusu i
heliksima u vezivnom centru. Budu¢i da su im tercijerne strukture vrlo sli¢ne, vezivanje oba
enzima za membrane endoplazmaticnog retikuluma 1 jedra ostvaruje se amfipatiénim
heliksima koji formiraju vezivni centar. Aminokiselinska sekvenca koja je potrebna za
vezivanje hema identi¢na je kod oba izoenzima. Arahidonat se specificno vezuje za enzim u
hidrofobnom kanalu, koji se nalazi u blizini vezivnog centra. COX-2 aktivni centar sadrzi
,bocni dzep“. Serssy ostatak kod COX-1 analogan je Sers;g kod COX-2 i njegovim
acetilovanjem pomocu aspirina dolazi do ireverzibilne inhibicije. Takode, ostaci Tyrsgs
(COX-1) i Tyrzzz (COX-2) imaju istu funkciju i kljuénu ulogu u slobodnoradikalskom
mehanizmu oksigenacije arahidonske kiseline (Curtis-Prior, 2004).

COX-1 nalazi se u vecini ¢elija kao konstitutivni enzim (uvek je prisutan) i smatra se da
su prostanoidi koje on produkuje uklju¢eni u normalnu homeostazu, kao na primer u
regulaciju vaskularnog odgovora i agregaciju trombocita. U bubrezima, prostaglandini nastali
dejstvom COX-1 na arahidonsku Kiselinu, imaju ulogu vazodilatatora koji kontroliu renalni
protok plazme i glomerularnu filtraciju. U zelucu, COX-1 ima protektivnu ulogu tako sto PG
utiCu na protok krvi u mikrocirkulaciji gastricne mukoze, Stite¢i ga na taj nacin od ishemije,
mukozalnog oStecenja i ulceritisa. Naravno, NSAIL (nesteroidni antiinflamatorni lekovi)
mogu da izazou ove patoloske simptome inhibiraju¢i COX-1 (Marks i Firstenberg, 1999).

COX-2 indukuje se u inflamatornim c¢elijama pod dejstvom inflamatornog agensa.
Znacajna razlika izmedu COX-1 i COX-2 je i u sposobnosti konverzije endogene, odnosno
egzogene arahidonske Kiseline. Ispitivanja (Reddy i Herschman, 1994) pokazala su da COX-
1 prisutna u fibroblastima i makrofagama moze da metaboliSe egzogeni arahidonat do PGHp,
ali ne moZe endogeni. Endogena arahidonska kiselina, oslobodena iz membranskih skladista
ligand-stimulisu¢om aktivacijom fosfolipaze, nije dostupna za COX-1, ali jeste za COX-2.

Dalja konverzija PGH; metabolita odvija se posredstvom razli¢itih enzima (Slika 2.14.).
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Dejstvo prostaciklin sintaze na PGH, vodi ka primarnom proizvodu PGl,. Reakcija
formiranja PGIl, obuhvata nekoliko faza: homoliticko raskidanje endoperoksidne veze u
PGH,, katalizovano Fe(ll) jonom uz nastajanje alkoksi radikala, a zatim subsekventno
premestanje do karbonil radikala, oksidaciju do karbokatjona i eliminaciju protona (Slika
2.16.; Marks i Furstenberg, 1999). Zatim, PGI; podleze neenzimskoj degradaciji, pri ¢emu
nastaje neaktivni, stabilni metabolit 6-keto-PGF;, (Hecker i Ullrich, 1989).

o o
R i .
~ =1 PGl sintaza PR N, | ) O /Ril |
— ——————» Fe—0 CH——
O\ Hom_olltléko ) O\ Premestanje do | Q ---- )é,’m Formiranje
o R, raskidanje O-O veze pe—(o~ Rz C radikala R karbokatjona

PGH,

O H /Rl w0
- w CH+ —> HO ):\ R.=
o gj ...... )g”” Stabilizacijp =~ Y R, 1= ">cooH
R

proizvoda R2

Slika 2.16. Pretpostavljeni mehanizam nastajanja PGl,

PGl; je glavni produkt arahidonske kiseline u endotelnim celijama i glatkim miSi¢ima
krvnih sudova. PGIl, je snazan vazodilatator i fizioloski agonist TXAj, koji smanjuje
periferni, pulmonalni i koronarni otpor. Intravenska, kontinuirana infuzija komercijalnog
preparata prostaciklina (epoprostenol) je povoljni tretman pulmonalne hipertenzije. PGl je i
najsnazniji poznati endogeni inhibitor aktivacije 1 agregacije trombocita. Utvrdeno je da u
krvi zdravih osoba postoji relativno konstantan odnos koncentracije prostaciklina i
tromboksana, PGIl:TXA; = 2.5:1. Poremecaj ovog odnosa igra vaznu ulogu u patogenezi
tromboembolijskih i ishemi¢nih kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih oboljenja. Ispitivanja
na humanim fibroblastima pokazala su da se sa starenjem smanjuje stvaranje PGl,, dok se
sinteza PGE,, PGF,, i TXA; relativno povecava. Biosinteza tromboksana i prostaciklina, u
fizioloskim uslovima je vrlo izbalansirana, tako da je ravnoteza u ovom delu eikozanoidnog
sistema od velike vaznosti za homeostazu periferne cirkulacije i1 kardiopulmonalnog sistema

(Starcevic, 1999).
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Dejstvo tromboksan sintaze na PGH; vodi ka primarnom proizvodu TXA;. Sli¢no
mehanizmu nastajanja PGl,, formiranje TXA; takode obuhvata nekoliko faza: homoliticko
raskidanje endoperoksidne veze PGH, katalizovano Fe(ll) jonom, nastajanje alkoksi radikala,
jonsko premestanje, oksidaciju do karbokatjona i eliminaciju protona. Takode, i TXA, zatim
podleze neenzimskoj degradaciji, pri ¢emu nastaje stabilan metabolit TXB,. Medutim, ako se
elektronski transfer odigrava sporo, onda dolazi i do fragmentacije, odnosno nastajanja
malondialdehida i 12(S)-hidroksi-(5Z,8E,10E)-heptadekatrien-kiseline (12-HHT) (Slika
2.17.; Marks i Firstenberg, 1999). Simultano formiranje ovih degradacionih proizvoda kao
metabolita PGH,, u koli¢inama sli¢nim TXB,, dokazano je i kori§¢enjem izolovanog enzima

(Hambeng i sar., 1974; Yokoyama i sar., 1993; Ullrich i Brugger 1994; Curtis-Prior, 2004).
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Slika 2.17. Pretpostavljeni mehanizam nastajanja MDA i HHT, odnosno TXA,

Znacajno prisustvo tromboksan sintaze utvrdeno je u trombocitima, leukocitima, ali i u
¢elijama slezine, pluca i jetre, dok su nize koncentracije detektovane u bubrezima, placenti i
timusu. Za odredivanje inhibitorne aktivnosti razliitih jedinjenja, posebno je znaCajan 12-

HHT proizvod, zato sto pracenjem njegove koncentracije moze direktno da se odredi COX
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inhibitorni potencijal, izbegavaju¢i eventualni uticaj antagonista na aktivnost drugih enzima
(izomeraza, reduktaza, tromboksan sintaza).

Pri normalnim bioloskim uslovima (pH=7.4; t=37°C), TXA, ima ekstremno kratak
poluzivot (oko 30 sekundi) i metabolise se neenzimskom hidrolizom u stabilan derivat TXB,.
TXA:; je jedan od najmo¢nijih endogenih vazokonstriktora malih i velikih krvnih sudova, a
istovremeno je i moc¢an faktor agregacije trombocita. Pored trombocita, receptori za TXA; |
PGH; postoje i na glatkim miSi¢nim ¢elijama krvnih sudova. Vezujuci se za G-protein
zavisne receptore, tromboksan vrsi aktivaciju fosfolipaze C, §to dovodi do nastanka DAG 1
IPs. U citoplazmi ¢elije IP3 prazni depoe Ca*, $to dovodi do povecanja intracelularne
koncentracije Ca?*. Kod trombocita, to se manifestuje aktivacijom i promocijom agregacije
uz jo$ vecu produkciju TXA,, a kod glatkih miSi¢a nastaje snazna kontrakcija. Ovim svojim
dvostrukim delovanjem u stanjima Soka razne etiologije TXA, produbljuje ishemiju.
Primec¢eno je da davanje specificnih inhibitora tromboksan sintetaze ne samo da sprecava
stvaranje TXA;,, ve¢ i usmerava metabolizam arahidonske kiseline ka prostaciklinima.
Medutim, farmakoloSka ispitivanja u cilju pronalaZzenja visoko selektivnog inhibitora
tromboksan sintetaze nisu dala ocekivane klinicke benefite, najverovatnije zbog akumulacije
prekursora, PGH,, koji ima sli¢na svojstva i deluje preko istih receptora kao i TXA;
(Starcevic, 1999).

Prostaglandin E sintaza katalizuje izomerizaciju PGH u PGE. Uopsteno, postoje tri vrste
humane PGE sintaze: mikrozomalna PGE, mikrozomalna PGE; i citosolna PGE; sintaza, a
posebno bogat izvor ovog enzima predstavljaju mikrozomi semenih vezikula. PGE; i PGE;
imaju izuzetno Siroki spektar fizioloSkog dejstva. PGE; je mocan, ali ne i univerzalan
vazodilatator, uglavnom za region mikrocirkulacije (arteriola, prekapilarnih sfinktera i
postkapilarnih venula). Relaksira trahealnu i bronhijalnu muskulaturu, izaziva kontrakciju
viscelarne longitudinalne muskulature (urogenitalne i gastrointestinalne), uz istovremenu
relaksaciju cirkularnih miSi¢a (sfinktera i cerviksa uteri). Znacajnu ulogu ima i u fiziologiji
reprodukcije, a nalazi se u semenoj tecnosti i pomaze kretanje i nidaciju oplodenog jajeta.
PGE; ima i natriuretski efekat. PGE; vrsi i inhibiciju agregacije trombocita. Prisutan je u
vecoj koncentraciji u monocitima, a u manjoj meri i u neutrofilima. Na zrele oblike leukocita

PGE;, deluje pretezno inhibitorno: inhibira proliferaciju T i B limfocita, hemotaksiju,
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agregaciju i oksidacioni metabolizam u leukocitima. Takode, smanjuje i citotoksi¢nost NK
¢elija i inhibira oslobadanje limfokina iz senzibilisanih T-limfocita (Starcevi¢, 1999).

Sukcesivnom izomerizacijom i 9-keto redukcijom PGE, nastaje PGF,,. Druga dva
moguca nacina sinteze PGF,, podrazumevaju njegovo direktno nastajanje iz PGH,
posredstvom reduktaze ili 11-keto redukcijom PGD, (Curtis-Prior, 2004.). Redukcijom
endoperoksida PGH, ili PGD,, nastaju 9-a, 11-f i 11-epi izomeri PGF,,. U pogledu
fizioloskog dejstva, PGF,, je potentni vazokonstriktor pluénih arterija i vena. Uticaj na
vaskularni tonus 1 drugu glatku muskulaturu je razli¢it 1 zavisi od regiona. Metaboliti PGF;,
takode mogu da budu vazokonstriktori i inhibitori agregacije trombocita (Kepes i Kepes,
1969).

Takode, jedan od mogucih puteva transformacije PGH, podrazumeva i dejstvo
prostaglandin D sintaze, pri ¢emu se PGH; transformise do PGD,. Postoje dve vrste
prostaglandin D sintaze, prisutne u mozgu ili slezini, koje mogu da vrSe ovu konverziju
(Curtis-Prior, 2004.).

Uopsteno, svi primarni PG podleZzu brzoj enzimskoj degradaciji (inaktivaciji) u skoro
svim tkivima. Katabolizam prostanoida zapocinje oksidacijom hidroksilne grupe u polozaju
15, pri ¢emu nastaje 15-0kso derivat, koji je deset do sto puta manje aktivan nego njegov
prekursor. Postoji viSe vrsta 15-hidroksiprostaglandin dehidrogenaza specificnih za razlicite
prostanoide, a najceS¢e se nalaze u plu¢ima, bubrezima i placenti. Blokiranje aktivnosti ovog
enzima pomocu sulfazina ili indometahina moze da produzi vreme poluzivota prostaglandina
u telu. Nastali 15-okso produkti zatim bivaju oksidovani (beta ili omega oksidacijom)
uglavnom u plu¢ima i jetri, a u izvesnoj meri i u bubrezima. Krajnji produkti, Cig
dikarboksilne kiseline, ekskretuju se urinom (Smith, 1989). Takode, prestanak delovanja
prostaglandina moze delimi¢no da se postigne i putem izvanredne osobine ciklooksigenaze -
samokatalizuju¢e destrukcije, koja ciklooksigenazu Cini tzv. ,,samoubilackim enzimom*

(Song i sar., 2001).

42



Marija Lesjak Doktorska disertacija

2.3.4. Lipooksigenazni putevi metabolizma arahidonske kiseline i fizioloSka

dejstva nastalih produkata

Na Slici 2.18. prikazana je Sema nastajanja glavnih lipooksigenaznih metabolita (Mayes i

Botham, 2003).
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Slika 2.18. Konverzija arahidonske kiseline do leukotriena i lipoksina serije 4 (HETE -
hidroksieikozatetraenoat, HPETE - hidroperoksieikozatetraenoat, LOX - lipooksigenaza, LT -
leukotrien; 1 - peroksidaza, 2 - leukotrien A, epoksid hidrolaza, 3 - glutation S-transferaza, 4 - y-
glutamiltranspeptidaza, 5 - cisteinil-glicin dipeptidaza)

Lipooksigenazni put metabolizma arahidonske kiseline dovodi do biosinteze velikog

broja produkata odgovornih za nastajanje niza alergijskih reakcija, autoimunih oboljenja i
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inflamacija. Postoji vise lipooksigenaza koje ucestvuju u metabolizmu arahidonske kiseline,
od kojih svaka nosi naziv n-lipooksigenaza, gde n predstavlja broj C atoma koji se oksiduje
tj. na koji ¢e se adirati molekul kiseonika (Curtis-Prior, 2004). Svaka od lipooksigenaza je
prvi enzim u metabolickom putu arahidonske kiseline, koji kao krajnji proizvod ima razlicite
eikozanoide. Lipooksigenaze koje su najéeS¢e tema naucnih ispitivanja su 5-, 12- i 15-
lipooksigenaza.

5-lipooksigenaza (5-LOX) je glavni enzim u biosintezi LT i igra vaznu ulogu u
patofiziologiji nastajanja alergija i inflamacije. 5-LOX je metaloenzim koji u aktivhom
centru ima jon gvozda koordinovan sa Cetiri histidinska ostatka. U aktivnhom stanju enzima,
jon gvozda nalazi se u obliku Fe**, a u neaktivnom stanju u obliku Fe?* (Curtis-Prior, 2004).
5-LOX katalizuje dve reakcije (Slika 2.18.) i to nastanak 5-hidroperoksieikosatetraen-kiseline
(5-HPETE) i nastanak LTA,. Reakcija nastajanja 5-HPETE prikazana je na Slici 2.19.
(Curtis-Prior, 2004).

enz-Fe®*  enz-Fe?* (_\O -0
— Y =CH COOH | : — ,—CH COOH
v H

Arahidonska kiselina

0-0 O—OH
— COOH — COOH
m m
_—
5-HPETE

Slika 2.19. Rekcija transformacije arahidonske kiseline do 5-HPETE

Prva faza reakcije nastajanja 5-HPETE je 5-LOX stercospecificna oksigenacija
arahidonske kiseline. Do reakcije dolazi tako §to enzim prvo apstrahuje pro-S vodonikov
atom sa Cy atoma arahidonske kiseline, pri éemu dolazi do redukcije Fe** u Fe**, a zatim vrsi

adiciju O, molekula na Cs polozaj, pri ¢emu nastaje 5S-HPETE.
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Nakon nastajanja 5-HPETE reakcija moze da se nastavi u smeru biosinteze 5-
hidroksieikosatetraen-kiseline  (5-HETE). Owvu reakciju Kkatalizuje enzim glutation

peroksidaza i Sematski je pikazana na Slici 2.20.

O—OH OH

5-HPETE 5-HETE

Slika 2.20. Rekcija transformacije 5-HPETE do 5-HETE

Druga reakcija 5-LOX predstavlja formiranje 5,6-epoksida uz otpustanje molekula vode.
(Slika 2.21.).

H
ogo/ O
~ ! H,O +enz / \
— COOH — COOH
5N Y TR
NG
enz
5-HPETE LTA,

Slika 2.21. Mehanizam nastajanja LTA, uz pomo¢ 5-LOX

Ova reakcija 5-LOX se Cesto, iako netacno, navodi i kao reakcija LTA, sintetaze.
Reakcija pocinje antrafacijalnim nukleofilnim napadom na Cj;o atom 5-HPETE, pri ¢emu
dolazi do uklanjanja pro-R vodonika. Potom dolazi do kaskadnog premestanja dvostruke
veze i do formiranja 5,6-epoksida. Na kraju, oslobada se molekul vode i nastaje izuzetno
nestabilan LTA, (Curtis-Prior, 2004).

LTA, dalje moze da se transformiSe na tri naCina i to neenzimskom i enzimskom
hidrolizom, kao i reakcijom LTC, sintetaze. Neenzimskom hidrolizom nastaje nekoliko
bioneaktivnih produkata, kao $to su 5,12- i 5,6-dihidroksieikosatetraen-kiselina (5,12- i 5,6-
diHETE). Enzimskom hidrolizom sa LTA, hidrolazom (Slika 2.18.) nastaje bioloski aktivan
LTB,. Ovaj enzim katalizuje stereohemijsku adiciju molekula vode na LTA,. Klju¢nu ulogu
u aktivnosti ovog enzima igra jon Zn?* (Thunnissen i sar., 2001). LTA, hidrolaza je jedini

enzim sintetskog puta leukotriena koji se ne nalazi na membrani jedra.
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Reakcijom LTC, sintetaze nastaju bioloski aktivni LTC4, LTE4 i LTD4. Ovi leukotrieni
nazivaju se cistenil-leukotrieni ili peptidoleukotrieni, jer u svojoj strukturi sadrze molekul
cisteina. LTC, sintetaza, koja se kao i ve¢ina enzima koji ucestvuju u sintezi leukotriena
nalazi na membrani jedra, omogucava adiciju molekula glutationa na Cs atom LTA, pri cemu

nastaje LTC4 (Hammarstrom, 1983). Mehanizam nastanka LTC, prikazan je na Slici 2.22.

enz
%H//\\/\ACOOH \_/ /CIg—I;!C\/\/\COOH
LTA, io 2 OH
Oxo NHVCOOH GSH LTC
4
~S<~CH
H”/ ~CH, 'NH
07" (CHy),
H,N~ ~COOH
GSH-enz

Slika 2.22. Mehanizam nastajanja LTC, uz pomo¢ enzima LTC4-sintetaze

LTD, nastaje iz LTC4 u reakciji katalizovanoj enzimom y-glutamil transpeptidaza, gde je
adicija molekula vode na LTC, prac¢ena otpusStanjem y-glutamata. LTE, nastaje otpustanjem
molekula glicina iz LTD,4 pod dejstvom cistenil-glicin-dipeptidaze (Slika 2.18.).

Leukotrieni se sintetiSu u mnogim ¢elijama, a najvise u leukocitima 1 imaju vaznu ulogu
u raznim imunoloSkim poremecajima i inflamatornim procesima, od kojih su naizrazZenije
razne alergije 1 astma. Naime, LT deluju na celije preko LT receptora iz klase rodopsinskih
receptora, a nalaze se na membranama raznih ¢elija koje ucestvuju u imunoloskom odgovoru
organizma. Shodno tome, LTB, uti¢e na hemotaksiju i agregaciju leukocita, permeabilnost
krvnih sudova, proliferaciju T-Celija, sekrecija interleukina 1 i 2; LTC4 i LTD,4 izazivaju
anafilaksiju, vazodilataciju, utiCu na permeabilnost krvnih sudova, bronhokonstrikciju, a
LTE, uti¢e na vazodilataciju, anafilaksiju i bronhokonstrikciju. Neke bolesti kod kojih je
sinteza LT mnogostruko povecana su: bolesti disajnih organa (astma, alergijski rinitis,
bronhitis, bronhopulmonarna displazija, cisticna fibroza, adultni respiratorni distres sindrom
(ARDS)), imunoloski poremecaji (artritis, glomerularni nefritis, giht, psorijaza, reumatoidni

artritis, pri transplataciji, razni sistemski imunoloSki poremecaji kao npr. lupus),
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kardiovaskularna oboljenja (ateroskleroza, aneurizma aorte), tumori (leukemija, limfomi i
tumori raznih organa), (Peters-Golden i Henderson, 2007).

Postoje tri tipa 12-lipooksigenaza (12-LOX): leukocitna, trombocitna i epidermalna.
Tipovi 12-LOX razlikuju se kako po lokaciji tako i po stereohemiji reakcije koju katalizuju.
Trombocitna i leukocitna 12-LOX vode ka nastanku 12(S)-proizvoda, dok epidermalna ka
12(R)-proizvodu. Pri metabolizmu arahidonske kiseline, koji katalizuje 12-LOX (Slika 2.23.),
nastaju razli¢iti bioaktivni molekuli: 12-hidroperoksieikosatetraen-kiselina (12-HPETE), 12-
12-HETE, hipoksilin Az i B3 (HXA3z, HXB3) i trioksilin Az i B3 (TrXAs, TrXBg).
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Slika 2.23. 12-Lipooksigenazni put metabolizma arahidonske kiseline (HETE -
hidroksieikozatetraenoat, HPETE - hidroperoksieikozatetraenoat, HX - hipoksilin, TrX - trioksilin)

Mehanizam delovanja svih lipooksigenaza je veoma slican, razlikuje se samo po broju
ugljenikovog atoma na kom se odigrava reakcija. Slicno nastajanju 5-HPETE proizvoda
dejstvom 5-LOX (Slika 2.19.), prva reakcija 12-LOX, trombocitne i leukocitne je
stereospecifi¢na apstrakcija pro-S vodonikovog atoma sa Cio polozaja arahidonske kiseline,
pri ¢emu dolazi, kao i kod svih lipooksigenaza, do redukcije Fe** u Fe*. Slede¢i korak je
adicija O, molekula na Ci; polozaj i dobijanje 12-HPETE. Trombocitna 12-LOX dalje
katalizuje biosintezu 12(S)-hidroksi-(5Z,8Z,10E,14Z)-eikosatetraen-kiseline (12-HETE), dok
leukocitni tip 12-LOX pored 12-HETE moze da katalizuje i reakciju nastajanja 15-HETE.
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U pogledu fizioloskog dejstva, 12-HETE, kao i obe vrste 12-LOX, trombocitne i
leukocitne, pronadeni su u tumorskim ¢elijama razliitih organa. Smatra se da ovaj enzim
ima veliku ulogu u proliferaciji tumorskih ¢éelija, kao i u njihovom daljem rastu, jer je
zabeleZena mnogo veca koncentracija 12-LOX u malignim nego u benignim ¢elijama tumora
prostate, pankreasa, dojki i plu¢a (Nie i Horn, 2002). Zbog navedenih razloga, pronalazenje
Sto potentnijih inhibitora 12-LOX danas je veoma aktuelno (Ding i sar., 2003).

Hipoksilin sintetaze vrSe konverziju 12-HPETE proizvoda do HXA; i HXBs, koji se
zatim, pod uticajem epoksid hidrolaze prevode u krajnje proizvode TrXA;z; i TrXB; (Slika
2.23.; Marks i Furstenberg, 1999).

Kao i kod ostalih eikozanoida, i sinteza hipoksilina (HX) i TrX povecava Se u procesima
inflamacije, ali se o njihovoj funkciji jo§ uvek relativno malo zna. Postoje dve vrste
hiposkilina, a to su HXA3 i HXB3, od kojih je samo HXAg3 bioloski aktivan. Uloga HX vezuje
se za povecenje koncentracije intracelularnog Ca®*, kao i za mobilizaciju istog kroz
membranu. Poznato je da podstice sekreciju insulina iz ¢elija pankreasa, da inhibira nastanak
cisti¢ne fibroze u plu¢ima, kao 1 da uti¢e na sintezu nekih neurotransmitera. Trenutno su U
toku intenzivna ispitivanja o ulozi HXA3 u procesu apoptoze i nastanku tumora (Nigam i sar.,
2007).

Trioksilini nastaju direktno iz odgovoraju¢eg HX. Postoje dve vrste TrX, a to su TrXAj |
TrXBs. Jo§ uvek, prava uloga TrX se sa sigurnos¢u ne zna. Povecana sinteza TrX javlja se
uglavnom gde i povecana sinteza HX. Jedna od teorija je ta da je uloga TrX vazna u
smanjenju koncentracije HX u organizmu. Njihova velika koncentracija zabelezena je u
mnogim bolestima koZe, kao §to je na primer psorijaza (Antén i sar., 2002).

Prva reakcija metabolizma arahidonske kiseline katalizovana 15-lipooksigenazom je, kao
1 kod svih lipooksigenazom katalizovanih biosinteza, stereospecifi¢na apstrakcija pro-S
vodonika, ali sa polozaja Cy3 arahidonske kiseline (Slika 2.19.). Sledeca reakcija je adicija O
molekula na Cis polozaj, pri ¢emu nastaje 15-hidroperoksieikosatetraen Kkiselina (15-
HPETE). Dalji metabolizam 15-HPETE moze se kretati u viSe smerova, od Kojih je
najzanimljivije nastajanje LX transcelularnom biosintezom (Curtis-Prior, 2004). Na Slici

2.24. prikazane su faze nastajanja lipoksina LXAy i LXB,.
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Slika 2.24. Dva moguca puta nastanka lipoksina transcelularnom biosintezom

Prvi biosintetski put obuhvata nastanak 15-hidroeikosatetraen kiseline (15-HETE) uz
pomo¢ 15-LOX u bilo kojoj ¢eliji koja ima 15-LOX, npr. epitelna celija, 1 dalju
transformaciju 15-HETE u neutrofilima do nastanka lipoksina. Drugi put sinteze lipoksina
pocinje u neutrofilima, gde LT A4 napusta Celiju neutrofila, ulazi u trombocite i uz pomo¢ 12-
LOX i odgovarajucih hidrolaza transformiSe u lipoksine (Folco i Murphy, 2006). Lipoksini
mogu da nastanu i samo u neutrofilima, tako $to ¢e novosintetisana esterifikovana 15-HETE
uci u sastav fosfolipida u ¢elijskoj membrani i po potrebi, u toku inflamacije, biti oslobodena
uz pomo¢ PLA; u citoplazmu, a enzimom 5-LOX transformisana do lipoksina (Kantarci i
Van Dyke, 2003).

Najzastupljeniji lipoksini u nauc¢nim ispitivanjima su LXA4 i LXBs. O ulozi ovih
eikozanoida se jo$ uvek ne zna dovoljno. Njihova sinteza povecana je u svim procesima gde i
sinteza LT, a posebno u procesu inflamacije. Ono $to je zanimljivo jeste to da oni imaju
antiinflamatorno dejstvo, potpuno suprotno od, na primer, cistein leukotriena i smatra se da je
njihova uloga znacajna u kontroli stepena odgovora organizma pri inflamaciji (Gaddi i sar.,
2004). Oni aktiviraju sintezu halona, glikopeptida koji inhibiraju proces mitoze. U procesima

inflamacije LX kontroliSu kretanje neutrofila ka mestu inflamacije, a pri sintezi LX u
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neutrofilima uz pomo¢ 5-LOX koncentracija LT se drasti¢no smanjuje (Kantarci i Van Dyke,
2003).

2.3.5. Inhibitori enzima ciklooksigenaznog 1 lipooksigenaznog puta

metabolizma arahidonske kiseline

Najznacajnije inhibitore enzima ciklooksigenaznog puta metabolizma arahidonske
kiseline predstavljaju nesumnjivo inhibitori same ciklooksigenaze. Dve najvece grupe ovih
inhibitora obuhvataju glikokortikoide, Kklasu steroidnih jedinjenja i nesteroidne
antiinflamatorne lekove (NSAIL). Glikokortikosteroidi koriste se za supresiju razli¢itih
alergijskih, inflamatornih 1 autoimunih poremecaja i imaju izuzetno vaznu terapijsku primenu
u leCenju astme i pri transplantaciji organa kao imunosupresanti. Oni mogu da sprece
razli¢ite leukocitne procese (epitelnu adheziju, migraciju, fagocitozu 1 sl.), kao i sintezu
glavnih produkata inflamacije, prostaglandina i leukotriena. Medutim, vecina glikokortikoida
koji se primenjuju nisu selektivni, tako da duzom upotrebom mogu da izazovu niz nezeljenih
anabolickih procesa. Sa druge strane, NSAIL mogu da ispoljavaju tri razliita efekta:
antiinflamatorni, analgeticki i1 antipireticki. Poznato je da je antiinflamatorno dejstvo NSAIL
uglavnom u vezi sa inhibicijom COX-2, dok su njihovi neZeljeni efekti, a posebno oni koji se
odnose na gastrointestinalni trakt, velikim delom posledica inhibicije COX-1. Veéina
tradicionalnin NSAIL koji se danas primenjuju, inhibiraju oba COX izoenzima, iako
medusobno mogu da se razlikuju prema stepenu njihove inhibicije i selektivnosti, a mogu da
se podele na klasi¢ne, neselektivne NSAIL (aspirin, ibuprofen, diklofenak) i selektivne
NSAIL inhibitore COX-2 (celekoksib, refekoksib; Rang i sar., 2004).

Ove dve grupe inhibitora razlikuju se po mestu vezivanja u aktivnom centru enzima
(Slika 2.25.).
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fonamidna grupa
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Slika 2.25. Delovanje neselektivnih i selektivnin NSAIL na COX-1 i COX-2
(www.netterimages.com/image/11131.htm, april 2011)

Naime, neselektivni inhibitori COX vezuju se na ulazu u aktivni centar, blokirajuci
pristup arahidonskoj kiselini. Selektivni inhibitori COX-2 vezuju se u hidrofobnom dzepu na
polovini aktivnog centra, $to je, zbog prisustva izoleucina, nemoguée kod COX-1 izoforme.

Prema hemijskoj strukturi, NSAIL mogu da se podele u nekoliko grupa i ¢ine ih razlicite
klase jedinjenja: dreivati anilina (paracetamol), salicilne kiseline (aspirin), antranilne kiseline
(mefenaminska kiselina), indolsir¢etne kiseline (indometacin), fenilsiréetne kiseline
(diklofenak), propionske kiseline (ibuprofen, ketoprofen), sulfona i sulfonamida (rofekoksib,
celekoksib) i sl.

Pored sintetskin NSAIL, postoji i niz prirodnih proizvoda, kao npr. kurkumin (Zhang i
sar., 1999), omega-3-masne kiseline (Curtis i sar., 2000), rezveratrol (Jang i Pezzuto, 1998).,
flavonoidi (Mutoh i sar., 2000), neksrutin (www.nextpharmaceuticals.com), koji mogu
selektivno da inhibiraju COX-2 aktivnost i na taj na¢in u¢estvuju u supresiji inflamacije.

Pored TXA,, fizioloSkog antagonista PGI,, znacajnu grupu inhibitora prostaciklin sintaze
predstavljaju NSAIL, koji zapravo primarno deluju na COX-1/2 i sprecavaju sintezu PGHp,
koji je direktni prekursor PGl,, ali mogu da uti¢u i na formiranje 6-keto PGF,,, stabilnog
degradacionog proizvoda PGl,. Naime, ispitivanja su pokazala da neki NSAIL, poput
rofekoksiba (Griffon i sar., 2007), mogu da uticu na produkciju 6-keto PGFla, c¢ija
koncentracija je znacajno povecana kod pacijenata sa sepsom (Schildknecht i sar., 2004).

Inhibitori  produkcije TXA; posebno su znacajni agensi u leCenju bolesti
kardiovaskularnog sistema i prevenciji metastaze tumora. Oni mogu da budu inhibitori TXA,
sintaze ili antagonisti TXA, receptora, ali mogu i da ispoljavaju dualno dejstvo (Gresele i
sar., 1991). Derivati imidazola pokazali su znacajnu inhibiciju TXA sintaze (lizuka i sar.,

1981; Ishitsuka i sar., 2009; Kontogiorgis i Hadjipavlou-Litina, 2010), iako su ispitivanja
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pokazala da dazoksiben, dazmagrel, pirmagrel, isbogrel, ali i ozagrel u klinickim
isptivanjima ne daju nuzno dobre rezultate (Kontogiorgis i Hadjipavlou-Litina, 2010). Kao
antagonisti TXA, receptora, poznati su prostanoidni derivati (ifetroban, domitroban i
variprost) i ne-prostanoidni derivati, jedinjenja koja najcesce sadrze fenilsulfonamidnu grupu
(sulotroban, linotroban, ramatroban) ili su hinonski derivati (seratrodast). Dualni inhibitori
ispoljavaju obe ove aktivnosti i pokazuju znatno bolju klinicku efikasnost od prethodno
navedenih inhibitora. Savremena klini¢ka ispitivanja potvrdila su znaCajan potencijal
ridogrela, terbogrela i pikotamida (sadrze piridil grupu), BM-567, BM-573 i BM-531
(derivati N-alkilsulfoniluree), PBT-3 (lipid) i terutrobana (Kontogiorgis i Hadjipavlou-Litina,
2010).

U pogledu inhibicije nastajanja PGE,, ispitivanja su pokazala da aspirin, indometacin i
naproksen uti¢u na nivo PGE; (Jordan i Castracane, 1976), odnosno da inhibitori COX
enzima mogu da sprece njegovu produkciju (Jachak, 2007).

Takode, produkcija PGF,, moze biti smanjena dejstvom NSAIL, npr. ibuprofen potpuno
sprecava njegovu sintezu, dok lipooksigenatni inhibitori, poput bajkaleina, mogu da smanje
akumulaciju ovog proizvoda (Separovic i Dorman, 1993).

U opstem smislu, inhibitori enzima lipooksigenaznog puta podrazumevaju grupu
inhibitora sinteze leukotriena, koji najvecu primenu pronalaze u terapiji leCenja astme i
alergija. U zavisnosti od toga na kom mestu inhibiraju metabolizam nastanka LT, njihova
podela se moze da se izvrsi na: inhibitore enzima 5-LOX, FLAP (protein koji aktivira 5-
lipooksigenazu; Five Lipoxygenase Activating Protein) inhibitore, inhibitore LT receptora i
inhibitore PLA,.

Postoje tri osnovne grupe inhibitora 5-LOX: redoks inhibitori, inhibitori sa helatiraju¢im
efektom na jon Fe** u aktivnom centru enzima i kompetitivni reverzibilni ne-redoks
inhibitori. Mehanizam delovanja redoks inhibitora zasniva se na redukciji Fe** jona u
aktivnom centru 5-LOX. Inhibitori iz ove grupe su mali lipofilni molekuli sa jednim ili vise
aromati¢nih prstenova, kao npr. tricikli¢ni benzotiazinon L-615, hidroksibenzofuran L-656,
dihidrobenzofuranol L-670 (Young, 1999), ali i prirodni proizvodi iz grupe flavonoida i
kumarina poput kafene kiseline ili cirsilola. Jedan od redoks inhibitora, koji se primenjuje
lokalno u terapiji psorijaze i artritisa, je lonapalen (Charlier i Michaux, 2003). Mehanizam

dejstva inhibitora enzima 5-LOX sa helatiraju¢im efektom zasniva se na njihovom vezivanju
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za kataliticki centar, tatnije za jon Fe**, pri ¢emu enzim ne moze da katalizuje nastanak 5-
HPETE i tako inhibira nastanak LT. Najpotentniji inhibitori ove vrste su molekuli iz grupe
N-hidroksi uree, poput zileutona, fenleutona i atreleutona. Ova vrsta inhibitora nasla je
primenu u terapijske svrhe i lekovi protiv astme i alergija pripadaju upravo ovoj grupi (Werz
i Steinhilber, 2005). Kompetitivni reverzibilni ne-redoks inhibitori (npr. ZD-2381 ili prirodni
proizvod justicidin B) ne primenjuju se u terapijske svrhe, jer do sada ni jedan inhibitor nije
ispoljio bolju aktivnost od, na primer, zileutona.

FLAP inhibitori vezuju se za FLAP i time onemogucavaju vezivanje arahidonske
kiseline. Bez interakcije FLAP-a i arahidonske kiseline, dalje reakcije sinteze LT nisu
moguce. Najpotentniji inhibitor iz ove grupe je MK-886, ali jo§ uvek se ne koristi u
terapijske svrhe (Young, 1999).

Inhibitori leukotrienskih receptora su nasli veliku terapijsku primenu. Oni se vezuju za
LT receptore onemogucujuci delovanje leukotriena pa reakcija organizma koju izazivaju LT
izostaje (Bernstein, 1998). Zato se ovi inhibitori intenzivno Kkoriste u terapiji astme, a
najpotetniji su: zafirlukast, montelukast i pranlukast.

Grupa inhibitora PLA, spada u grupu steroidnih antiinflamatornih inhibitora sinteze
eikozanoida uopste. Glikokortikoidi, koji se koriste kao antiinflamatorni agensi, a odnose se
na metabolizam arahidonske kiseline, inhibiraju delovanje PLA; i samim tim sprefavaju
oslobadanje arahidonske kiseline iz ¢elijske membrane, zbog ¢ega Sinteza svih eikozanoida
izostaje (Rang i sar., 2004).

Mehanizam delovanja glikokortikoida je isti kao i kod ostalih steroidnih hormona, a
podrazumeva delovanje preko receptora koji se nalaze u jedru i uz pomo¢ kojih se ostvaruje
regulacija na nivou transkripcije. Aktiviran receptor vezuje se za odredeni domen DNK u
jedru i aktivira transkripciju gena proteina lipokortina-1, koji zatim inhibita PLA, (Barnes,
1998). Glikokortikoidi, koji se najcesée primenjuju u antinflamatornoj terapiji, Su:
deksametazon, beklometazon dipropionat, flutikazon i budesonid.

Iako su do sada najbolje prouceni inhibitori puta sinteze leukotriena, poslednjih godina,
kako se povecavaju saznanja o bioloskom dejstvu lipoksina, 12-HETE, hipoksilina i

poznato da je 12-LOX vazan faktor u rastu i razvoju tumora, sve viSe truda ulaze se u
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pronalazenje njegovih inhibitora. Niz prirodnih proizvoda, kao na primer bajkalein, eskuletin,
gosipin, kvercetin i dr. pokazuju 12-LOX inhibitornu aktivnost (Schneider i Bucar, 2005).

Inhibicija 15-LOX enzima moZe biti ostvarena vezivanjem agenasa za Fe®* u aktivnom
centru ovog enzima. Jedan od najpotentnijih inhibitora 15-LOX je ebselen, ali ovo jedinjenje
moze da inhibira i ostale LOX (Walther i sar., 1999).

2.4. Antimikrobna aktivnost i etarska ulja

Antimikrobni efekat etarskih ulja poznat je vekovima unazad, a poslednjih par decenija
intenzivno se proucava. Primarni razlog intenzivnih ispitivanja je sve ¢e$¢a pojava multiple
rezistencije bakterija na konvencionalne antibiotike, tj. na dva ili vise antibiotika iz hemijski
razli¢itih grupa ili stvaranje razli¢itih mehanizma rezistencije bakterija, sto dovodi do velikih
problema u terapiji (Knezevic i Petrovic, 2008). Takode, konvencionalni antimikrobni agensi
sve CeS¢e ispoljavaju nezeljene efekte kod pacijenata u vidu raznih alergija i drugih
kontraindikacija. Pored primene u terapijske svrhe, u prehrambenoj industriji raste potreba za
upotrebom prirodnih konzervanasa umesto sintetskih aditiva hrani 1 pra¢enjem trenda danas
popularne organske hrane. Naime, etarska ulja, bogata terpenskim komponentama su dobri
konzervansi zbog potentnog antimikrobnog delovanja ovih jedinjennja, tj. inhibicije
razmnozavanja Stetnih mikroorganizama u hrani (Reichling 1 sar., 2009; Mazari i sar., 2010).

Odavno je poznato da etarska ulja pokazuju znaCajan negativan uticaj na rast i
razmnozavanje bakterija i njihova primena u tradicionalnoj medicini, pri tretiranju
bakterijskih infekcija, je viSestruka. Medutim, jo$ uvek ne postoji potpuno i zadovoljavajuce
objasenjenje za mehanizam antimikrobnog delovanja etarskih ulja. Antimikrobni potencijal
ovih prirodnih proizvoda za sada se objaSnjava Cinjenicom da su etarska ulja i njihove
komponente hidrofobni i da kao takvi naruSavaju strukturu lipida koji ulaze u sastav
membrana bakterija, ¢ine¢i ih na taj nadin poroznim i lako propustljivim za razliCite
molekule. U slucaju eukariotskih ¢elija, narusava se struktura kako plazmalne membrane,
tako i membrane mitohondrija i drugih organela (Schelz i sar., 2006; Alviano i Alviano,
2009). Gram negativne bakterije pored plazmalne membrane poseduju i1 spoljasnju
membranu u sastavu ¢elijskog zida, izgradenu od lipopolisaharida koja je nepropustljivu za

hidrofilne molekule, dok Gram pozitivne bakterije nemaju spoljaSnju membranu. Bolja
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osetljivost Gram pozitivnih bakterija na dejstvo etarskih ulja objasnjava se ¢injenicom da je
plazmalna membrana ovih bakterija lakSe dostupna za etarska ulja, Sto za posledicu ima
poveéanje propustljivosti membrane za jone, ekskreciju intracelularnih komponenti u
spoljasnju sredinu i oSteéenje enzimskog sistema bakterija. Dakle, antimikrobni efekat
etarskih ulja objaSnjava se narusavanjem strukture plazmalne membrane (Delamare i sar.,
2007). Ipak, ostaje nejasno kakav je efekat etarskih ulja na spoljasnju membranu Gram
negativnih bakterija i u kolikoj meri njihova struktura moze da bude narusena. Burt (2004)
ukazuje na cCinjenicu da se, takode, 1 spoljaSnja membrana Gram negativnih bakterija
narusava i da ¢elijska membrana postaje dostupna za etarska ulja.

Efekat etarskih ulja vrsta roda Juniperus ispitivan je na razli¢ite Gram pozitivne i Gram
negativne bakterije i pregled dostupnih podataka u literaturi dat je u Tabeli 2.6. Pri
ispitivanju antimikrobnog potencijala etarskih ulja, pored disk difuzione metode, najcesce se
koristi agar diluciona metoda, kao i diluciona metoda u epruvetama ili mikrotitar plo¢ama
(Lahlou, 2004; Sarker i sar., 2007).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Priprema biljnih ekstrakata i etarskih ulja

Biljni materijal sakupljen je na podruc¢ju Republike Srbije, Republike Crne Gore,
Republike Hrvatske i Republike Makedonije u periodu 2008-2010. godine. U cilju
biohemijskih ispitivanja taksona roda Juniperus L., biljni materijal je pregledan i kolektovan
u Kolekciji primeraka jemstva (Voucher collection) Herbariuma BUNS. Determinaciju je
izvrSio dr Goran Anackov, docent na Departmanu za biologiju i ekologiju Prirodno-
matematickog fakulteta u Novom Sadu, Republika Srbija. U Tabeli 3.1. prikazani su osnovni

podaci o brojevima vaucera, lokalitetu 1 datumu sakupljanja ispitivanih zenskih jedinki osam

vrsta kleke.

Tabela 3.1. Podaci iz vaucera ispitivanih vrsta roda Juniperus

Broj vaucera Vrsta Lokalitet Datum
Mokra Gora,
i Juniperus communis L. Klisura Belog Rzava, sipari .
2-1869 1753 var. communis Republika Srbija (karbonati) jul, 2009.
UTM 34T CP 4 74
Ostrvo Hvar,
Juniperus macrocarpa Grad Hvar, supralitoral, avgust
2-1872 SiFt))th ot Sm 1816p Republika Hrvatska stene iznad 2809 '
' 43°11'08.19"N plaze '
16°35'50.26"E
Prespansko jezero,
2.1875 Juniperus excelsa M. ostrvo Golem Grad, stene novembar,
Bieb. 1800 Republika Makedonija 20009.
UTM 34T DL 4 92
Juniperus sibirica
Burgsdorf. 1787 (= Stara planina,
Juniperus communis L. Babin zub, .
2-1852 1753 var. saxatilis, Pall. Republika Srbija, ogolele stene Jul, 2008.
1789; Juniperus nana UTM 34T FP 2 30
Willd. 1796)
Ohrid,
i Juniperus foetidissima Galidica, Vidikovac kre¢njacki .
2-1788 Willd. 1806 Republika Makedonija kamenjar Jul, 2010.
UTM 34T DL 4 95
Juniperus oxycedrus L Ostrvo Hvar, . avgust
2-1791 1753 var. oxycedrus Grad Hvar, makija 2010.

Republika Hrvatska
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43°11'08.19"N
16°35'50.26"E

Mavrovo
i Juniperus sabina L. Gali¢nik kre¢njacki .
2-1789 1753 var. sabina Republika Makedonija kamenjar Jul, 2010.
UTM 34T DM 4 70
Hvar,
Juniperus phoenicea L Grad Hvar, avgust
2-1790 1753 var. phoenicea Republika Hrvatska makija 2010.

43°11'08.19"N
16°35'50.26"E

Priprema metanolnih ekstrakata iglica i zrelih Zenskih $isarki svih navedenih vrsta
uradena je po istoj proceduri: iglice su odvojene od §iSarki, odmereno je 30 g osusenog dela
biljke, usitnjeno, preliveno sa 300 mL 80% metanola 1 macerirano u toku 72 ¢asa na sobnoj
temperaturi. Nakon cedenja preko Biichner-ovog levka i uparavanja na rotacionom vakuum
uparivacu, suvi ostatak sirovog ekstrakta rastvoren je u toploj destilovanoj vodi (1 mL dH,0
po g suvog ostatka). U cilju uklanjanja nepolarnih komponenti, ovaj rastvor ispiran je petrol-
etrom (frakcija 40-60 °C) do potpunog obezbojavanja petrol-etarskog sloja, a zatim uparen
na rotacionom vacuum uparivac¢u do suva. U Tabeli 3.2. prikazani su odgovaraju¢i prinosi

preciS¢enog, suvog ekstrakta.

Tabela 3.2. Prinosi metanolnih ekstrakata ispitivanih vrsta roda Juniperus

Vrsta V'.gvhce/ Prinos

SiSarke
Juniperus communis iglice 18.05%
SiSarke 21.69%
Juniperus macrocarpa iglice 14.78%
SiSarke 22.29%
Juniperus excelsa iglice 9.61%
SiSarke 8.49%
Juniperus sibirica iglice 9.38%
SiSarke 8.65%
i idissi iglice 16.19%
Juniperus foetidissima arks e
Juniperus oxycedrus iglice 23.62%
SiSarke 15.24%
Juniperus sabina iglice 6.90%
SiSarke 14.00%
: : iglice 18.92%
Juniperus phoenicea arke T 10%

59



Marija Lesjak Doktorska disertacija

Suvi ostatak je zatim rastvoren u nekoliko sistema, koji su koris¢eni u odgovarajuc¢im

testovima:

. u smeSi 0.5% mravlje kiseline i metanola (odnos 7:3) napravljeni su rastvori
koncentracije 0.2 mg/mL, koji su koris¢eni za odredivanje kvantitativnog sastava
primenom LC-MS/MS tehnike (tetna hromatografija sa tandemskim masenim
detektorom; Liquid Chromatography/Tandem Mass Spectrometry)

. U 80% metanolu napravljeni su osnovni rastvori koncentracije 20 mg/mL, koji su
koriS¢eni za ispitivanje antioksidantnog potencijala

. u dimetil sulfoksidu (DMSQ) napravljeni su osnovni rastvori koncentracije 300 mg/mL,
koji su koriS¢eni za ispitivanje antiinflamatornog potencijala

Etarska ulja iglica i SiSarki svake vrste roda Juniperus dobijena su hidrodestilacijom

odmerene mase usitnjenog biljnog materijala, iglica ili Sisarki, u aparaturi po Clevenger-u.
Recipijent (heksan) uklonjen je pazljivim uparavanjem pod sniZzenim pritiskom. Do analize,
etarska ulja ¢uvana su na -20 °C. Etarsko ulje $iSarki vrste J. sibirica bilo je predmet samo
hemijske karatkerizacije, dok su biohemijski i bioloski testovi izostali usled male koli¢ine
etarskog ulja koje je dobijeno u procesu izolacije. U Tabeli 3.3. prikazani su odgovarajuci

prinosi etarskih ulja.

Tabela 3.3. Prinosi etarskih ulja ispitivanih vrsta roda Juniperus

iglice/

Vrsta Prinos

SiSarke
Juniperus communis iglice 0.84%
SiSarke 1.04%
Juniperus macrocarpa iglice 0.86%
SiSarke 0.47%
Juniperus excelsa iglice 1.29%
SiSarke 0.89%
. . iglice 2.04%

Juniperus sibirica :

SiSarke 0.69%
i idissi iglice 0.68%
Juniperus foetidissima Carke > 03
Juniperus oxycedrus iglice 1.47%
SiSarke 0.15%
Juniperus sabina iglice 2.54%
SiSarke 2.21%
Juniperus phoenicea iglice 1.07%
SiSarke 3.37%
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3.2. LC-MS/MS skrining odabranih fenolnih jedinjenja

Odabrane fenolne komponente u ispitivanim ekstraktima kvantifikovane su primenom
LC-MS-MS tehnike. Koris¢en je Agilent Technologies 1200 Series Rapid Resolution te¢ni
hromatograf, kuplovan sa G6410A QQQ MS-MS detektorom sa elektrosprej jonskim
izvorom (ESI), kontrolisan od strane MassHunter ver. B.03.01. softvera (Agilent
Technologies). Za hromatografsko razdvajanje koris¢ena je Zorbax Eclipse XDB-C18 RR
4.6 mm x 50 mm x 1.8 pum (Agilent Technologies) reversno-fazna kolna pri temperaturi od
45 °C. Binarna mobilna faza sastojala se od 0.05% mravlje kiseline (A) i metanola (B), a
protok je iznosio 1 mL/min. Primenjen je gradijentni mod, koji je podrazumevao sledeéi
odnos faza: 0 min 30% B, 6 min 70% B, 9 min 100% B, 12 min 100% B, sa post-vremenom
od 3 min. Injektovana zapremina svih uzoraka bila je 5 puL. ESI parametri bili su: gas za
susenje (N) temperature 350 °C, protok 9 L/min, pritisak gasa nebulajzera 40 psi, napon na
kapilari 4 kV, negativan polaritet. Jedinjenja su pracena u dinamickom MRM (multiple
reactions monitoring) modu. Ostali optimizovani parametri dati su u Tabeli 3.4. Ispitivani
standardi rastvoreni su u u smesi 0.5% mravlje kiseline i metanola (odnos 7:3) do finalne
koncentracije 0.2 mg/mL. Napravljen je osnovni miks standarda, tako da koncentracija svake
komponente bude 100 ug/mL. Odredivanje sadrzaja standardnih fenolnih komponenata u
ispitivanim ekstraktima uradeno je na osnovu standardne kalibracione krive (funkcija
logaritma povrsine pika u zavisnosti od logaritma koncentracije standarda, log(A) = f log(C))
komponenti snimljene iz serije razblazenja miksa standarda koncentracije od 0.0015 do 25.0
pug/mL.

Tabela 3.4. LC-MS/MS parametri za kvantifikaciju standardnih fenolnih jedinjenja u ekstraktima
vrsta roda Juniperus

Retenciono Napon Jon Jon Koliziona
Jedinjenje vreme fragmentora prekursor proizvod energija

(min) (V) (m/z) (m/z) (V)

galna kiselina 0.58 90 169 125 10

katehin 0.74 150 289 245 10
protokatehinska kiselina 0.79 105 153 109 9
hlorogenska kiselina 0.80 100 353 191 10
epigalokatehin galat 0.81 165 457 169 16
epikatehin 0.95 150 289 245 10
2,5-dihidroksibenzoeva kiselina 1.03 100 153 109 9
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p-hidroksibenzoeva kiselina 1.08 80 137 93 10
eskuletin 1.13 105 177 133 15
kafena kiselina 1.18 100 179 135 10
vanilinska kiselina 1.24 100 167 108 15
siringinska kiselina 131 90 197 182 7
p-kumarinska kiselina 1.69 90 163 119 9
umbeliferon 1.73 120 161 133 19
skopoletin 1.77 80 191 176 8
ferulna kiselina 1.90 90 193 134 11
viteksin 1.90 200 431 311 22
sinapinska kiselina 1.92 100 223 193 17
luteolin-7-O-glukozid 2.13 230 447 285 30
hiperozid 2.16 200 463 300 30
kvercetin-3-O-glukozid 2.25 210 463 300 30
rutin 2.33 135 609 300 42

apiin 2.60 250 563 269 36
o-kumarinska kiselina 2.62 100 163 119 5
miricetin 2.67 150 317 179 20
kvercitrin 2.75 190 447 300 27
kemferol-3-O-glukozid 2.80 190 447 284 30
apigenin-7-O-glukozid 2.81 135 431 268 41
sekoizolaricirezinol 2.90 130 361 165 26
3,4-dimetoksicimetna kiselina 2.99 110 207 103 7
bajkalin 3.40 140 445 269 22
daidzein 3.43 145 253 208 31
matairezinol 3.66 130 357 122 24
kvercetin 3.74 130 301 151 15
naringenin 3.87 130 271 151 16
cimetna kiselina 3.91 100 147 103 5
luteolin 4.03 135 285 133 25
genistein 4.12 145 269 133 32
kemferol 4,55 130 285 285 0
apigenin 4.71 130 269 117 25
izoramnetin 4,79 160 315 300 21
krizoeriol 4,82 125 299 284 20
bajkalein 5.15 165 269 269 0
amentoflavon 5.78 220 537 375 35

3.3. GC-MS analiza etarskih ulja

Sva izolovana etarska ulja, nakon razblaZivanja heksanom, analizirana su na Agilent
Technologies 6890N gasnom hromatografu sa 5975B masenim spektrometrom. Injektovano
je po 1 uL uzorka u split/splitless inlet temperature 250 °C, u split modu (split odnos 1:100).
Kao gas nosac koris¢en je helijum cCistoce 99.999 %, u rezimu konstantnog protoka od 1.0

mL/min. Komponente su razdvojene na HP-5ms (Agilent Technologies) kapilarnoj koloni

62



Marija Lesjak Doktorska disertacija

dimenzija 30 m x 0.25 mm % 0.25 um, uz temperaturni program: startna temperatura 50 °C, 8
°C/min do 120 °C, 15 °C/min do 230 °C, 20 °C/min do 270 °C (ukupno trajanje analize 16.9
min). Razdvojene komponente analizirane su na masenom spektrometru (temperatura
transfer-linije 280 °C, temperatura jonskog izvora 230 °C, energija elektrona 70 eV,
temperatura kvadrupola 150 °C) u sken modu, u m/z opsegu 35-400. U cilju bolje korelacije
masenih spektara sa spektralnim bibliotekama, instrument je tjuniran kori§¢enjem Standard

spectra tune-a.

3.3.1. Obrada podataka

Podaci su obradeni pomocu Agilent Technologies MSD ChemStation softvera (revizija
E01.01.335) u kombinaciji sa AMDIS (Automated Mass Spectral Deconvolution and
Identification System, ver. 2.64) i NIST MS Search softverom (ver. 2.0d). AMDIS je koris¢en
za dekonvoluciju masenih spektara, tj. ekstrakciju Cistih masenih spektara iz preklopljenih
pikova, dok je NIST MS Search obezbedio algoritam za pretragu biblioteka komplementaran
PBM (Probability Best Match) algoritmu ChemStation-a. Za identifikaciju masenih spektara
koriS¢ene su spektralne biblioteke Wiley Registry of Mass Spectral Data 7th Edition (338000
spektara, 289000 jedinjenja) i NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library 05 (190825 spektara,
163198 jedinjenja). Identitet jedinjenja potvrden je poredenjem Kovats-evih retencionih
indeksa (KI) sa podacima iz literature (Adams, 2001). Kao standard za odredivanje KI
koris¢eno je dizel ulje, za koga je analizom utvrdeno da sadrzi smesSu svih n-alkana u opsegu
C8-C28 (odgovara Kovats indeksu 800-2800). Relativni udeli jedinjenja odredeni su

metodom normalizacije, na osnovu povrSine pikova u TIC (total ion chromatogram).
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3.4. Odredivanje antioksidantnog potencijala

3.4.1. Odredivanje neutralizacije DPPH’ radikala

Odredivanje sposobnosti neutralizacije DPPH" (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikala
uradeno je primenom Spektrofotometrijske metode (Espin i sar., 2000), prilagodene za mikro
ploce, koja je zasnovana na pracenju promene boje ljubiCasto obojenog rastvora stabilnog
azot-centriranog DPPH’ radikala u redukovanu, zuto obojenu formu, DPPH-H. Pojava Zzute
boje objasnjava se sposobnos¢u pojedinih komponenata da deluju kao donori vodonika ili

elektrona, pri ¢emu DPPH’ prelazi u redukovani neutralni DPPH-H oblik (Slika 3.1.).

N—N@NOZ N—T@NOZ

DPPH ' radikal (ljubicast) DPPH-H (zut)

Slika 3.1. Radikalska i redukovana forma DPPH’

Neutralizacija DPPH" fenolnim jedinjenjima odvija se pomoéu dva simultana
mehanizma. Najpre, fenolno jedinjenje deluje kao donor H-atoma pri ¢emu nastaje
redukovani, neutralni DPPH-H oblik i ariloksi radikal koji je rezonantno stabilizovan, a
zatim, nastali ariloksil radikal mozZe da reaguje sa jo§ jednim DPPH’ radikalom pri ¢emu

dolazi do njihove kondenzacije i prelaska u neutralan molekul (Slika 3.2.).
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Predaja H atoma DPPH"
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Slika 3.2. Mehanizam ,,hvatanja“ DPPH’ pomo¢u fenolnih jedinjenja
Reagensi:
1. 3 mmol/L DPPH’ u etanolu - osnovni rastvor DPPH" reagensa: 0.0118 g DPPH’
rastvoreno (ultrazvucno kupatilo) u 10 mL etanola (rastvor je cuvan u tamnoj boci na
4 °C, stabilan 14 dana)
2. 90 umol/L DPPH’ u metanolu - radni rastvor DPPH’ reagensa: 562.5 puL osnovnog
rastvora dopunjeno do 25 mL metanolom (rastvor je pripremljen na dan merenja)
3. Pocetne koncentracije ispitivanih uzoraka
. ekstrakata: J. excelsa/igice, J. foetidissima/iglice i SiSarke i J. oxycedrus/iglice
0.0049, 0.0098, 0.0196, 0.039, 0.078. 0.156 i 0.312 mg/mL; J. sabina/Sisarke
0.0196, 0.039, 0.078. 0.156 i 0.312, 0.625 i 1.25 mg/mL; J. communis/igice i
Sisarke, J. macrocarpa/igice, J. excelsa/sisarke, J. sibirica/igice i S$iSarke, J.
sabina/iglice i J. phoenicea/iglice 0.078, 0.156, 0.312, 0.625, 1.25, 2.5 i 5.0 mg/mL;
J. macrocarpa/sisarke, J. oxycedrus/Sisarke i J. phoenicea/sisarke 1.25, 2.5, 5.0,
10.0, 20.0, 40.0 i 80.0 mg/mL
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. etarskih ulja: svih ispitivanih 15.63, 31.25, 62.5, 125.0, 250.0, 500.0 i 1000.0
puL/mL.

. standarda: BHA (butilovani hidroksianizol) i BHT (butilovani hidroksitoluen)
0.078, 0.156, 0.312, 0.625, 1.25, 2.5 5.0 mg/mL

Postupak:

Od ekstrakta poc¢etne koncentracije 0.2 g/mL napravljena je serija od sedam rastvora
dvostrukih razblazenja, tako da je dobijen raspon pocetnih koncentracija ekstrakta 0.0049-
80.0 mg/mL, u zavisnosti od vrste ekstrakta. Od etarskih ulja napravljene su serije od sedam
dvosrukih razblaZenja u rasponu pocetnih koncentracija etarskog ulja 15.63-1000.0 uL/mL.
Pocetne koncentracije, koris¢ene za standardne antioksidante BHA i BHT, iznosile su 0.078-
5.0 mg/mL. Sve radne probe i kontrole obavljene su u tri ponavljanja.

Pripremljeni rastvori prikazani su u Tabeli 3.5., a njihova apsorbancija je merena

spektrofotometrijski (515 nm) nakon 60 min., uz razvijanje boje u mraku.

Tabela 3.5. Rastvori pripremljeni za odredivanje neutralizacije DPPH’ radikala pri ispitivanju
ekstrakata i standarda

Radna proba Korekcija Kontrola Slepa proba
100 pL 90 umol/L 100 pL 90 umol/L
DPPH' 100 uL MeOH DPPH' 100 uL MeOH
10 pL ekstrakt/etarsk 10wl 10 pL rastvarad 10 pL rastvarad
48 : e* Strakt/etarsko ekstrakt/etarsko WL raStvarac KL rastvaracC
ulje /standarda - (80% MeOH) (80% MeOH)
ulje /standarda

190 pL MeOH 190 pL MeOH 190 uL MeOH 190 uL MeOH

“pri ispitivanju etraskog ulja, prvo je pripremljena odgovarajuéa smesa pocetnih koncentracija etarskog ulja
i MeOH, potom je ista nanesena na mikro plo¢u (200 pL), nakon ¢ega je dodato po 100 pL 90 umol/L
DPPH reagensa ili MeOH. I1zmene u standardnoj proceduri uvedene su zbog slabe rastvorljivosti etarskog
ulja.

1z razlike apsorbancije radne probe (Ar) i korekcije (Axor) izracunate su apsorbancije (A)
za svaku koncentraciju ispitivanog ekstrakta ili etarskog ulja, kao i za kontrolu:
A=Ap- Ao
Kapacitet ,,hvatanja“ slobodnih (DPPH") radikala (RSC, radical scavenging capacity)
ekstrakata i etarskih ulja razli¢itih koncentracija (RSCpppn) racunat je na osnovu sledece

jednacine, gde je Axon apsorbancija kontrolne, a Asp apsorbancija slepe probe:
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RSCoppr’ (%) = (1 - A/(Akon - Asp)) x 100%
Na osnovu RSCpppy” vrednosti, odredene su ICso vrednosti (koncentracija pri kojoj je
neutrlisano 50% radikala) ocitavanjem sa odgovarajuceg grafika (funkcija RSCpppy” (%) U
zavisnosti od radne koncentracije), a rezultat je izraZzen kao srednja vrednost tri odredene 1Cs

vrednosti + standardna devijacija (ug/mL, pL/mL).

3.4.2. Odredivanje kapaciteta ,,hvatanja“ HO' radikala

U cilju odredivanja kapaciteta ,hvatanja“ HO" radikala, primenjena je modifikovana
metoda Gutteridge-a (1987). Fentonovim reakcionim sistemom generisani su hidroksil
radikali:

H,0, + Fe&®* —— Fe** + HO + OH’

Nastali reaktivni HO™ u prisustvu 2-deoksiriboze i kiseonika grade malonildialdehid
(Slika 3.3.), koji se zatim odredjuje TBA (tiobarbiturna kiselina) testom. TBA test zasnovan
je na spektrofotometrijskom odredivanju ruzicasto obojenog kompleksa koji nastaje nakon
reakcije malonildialdehida sa dva molekula TBA (Slika 3.4.).

HO—CH, HO—CH, HO—CH,
o HO o} 0, o
T> . —_— —_—
0—0
OH OH OH
HO H,0 HO HO
HO—CH, HO—CH, HO— CH2
0 |/O COOH
—_— —_— / —_— CH2 + |
‘0 o” H o CH,OH
OH OH
OH HO

Slika 3.3. Reakcija nastajanja malonildialdehida
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(Aax=532 nm)

SH

Slika 3.4. Reakcija TBA i MDA

Reagensi:
1. 0.0147% H,0,: pripremljen je dopunjavanjem 42 pL 35% H,0, do 100.0 mL dH,0
2. 10.0 mmol/L FeSO4: 0.1390 g FeSO4 x 7 H,0 rastvoreno u 50.0 mL dH,0
3. 0.05 mol/L 2-deoksiriboza: 0.1677 g 2-deoksiriboze rastvoreno u 25.0 mL fosfatnog
pufera pH 7.4
4. 0.067 mol/L fosfatni pufer pH 7.4: 1.7506 g KH,PO, i 7.6851 g Na,HPO, rastvoreno
u 1000.0 mL dH,O
5. 0.0372 g/mL EDTA (etilendiamintetrasiréetna kiselina): 1.86 g EDTA rastvoreno u
50.0 mL dH,0
6. TBA reagens: 3.0 g TBA, 120.0 g TCA i 10.4 mL HCIO, rastvoreno u 800.0 mL
dH20
7. Pocetne koncentracije ispitivanih uzoraka
. ekstrakata: svih ispitivanih 12.5, 25.0, 50.0, 100.0, 150.0 i 200.0 mg/mL
. standarda: BHA i BHT: 1.56, 3.12, 6.25, 12.5, 25.0, 50.0, 100.0, 150.0 mg/mL
Postupak:

Od ekstrakta pocetne koncentracije 0.2 g/mL napravljena je serija od Sest rastvora

razblazenja, tako da je dobijen raspon pocetnih koncentracija ekstrakta 12.5-200 mg/mL.

Standardni antioksidanti BHA i BHT koris¢eni su u rasponu od sedam koncentracija

koncentracije 1.56-150.0 mg/mL. Sve radne probe i kontrole obavljene su u tri ponavljanja.

Pripremljeni su odgovarajuéi rastvori (Tabela 3.6.) i inkubirani 60 min na 37 °C. Nakon

dodatka 3.72% EDTA 1 TBA reagensa, smeSa je zagrevana 10 min na 100 °C, a zatim
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ohladena do sobne temperature. Svaka proba (0.2 mL) preneta je u mikro plo¢u, a

apsorbancija rastvora merena je spektrofotometrijski na 532 nm.

Tabela 3.6. Rastvori pripremljeni za odredivanje kapaciteta ,,hvatanja“ HO" radikala

Radna proba

Kontrola

Korekcija kontrole

100 pL 0.05 mmol/L
2-deoksiriboza

3.0 mL pufer pH 7.4

100 pL 0.05 mmol/L
2-deoksiriboza

3.0 mL pufer pH 7.4

20-40 puL
ekstrakt/standard

ekstrakt/standard

20-40 pL 80%
MeOH

20-40 uL 80%
MeOH

100 pL 0.0147% H,0,

100 pL 0.0147% H,0,

100 uL 10.0 mmol/L
FeSO,

100 pL 10.0 mmol/L
FeSO,

2.7 mL pufer pH 7.4

2.7 mL pufer pH 7.4

Inkubacija 60 min na 37 °C

200 pL 3.72% EDTA

200 puL 3.72%

200 pL 3.72% EDTA

200 pL 3.72% EDTA

2.0 mL TBA reagens

2.0 mL TBA reagens

2.0 mL TBA reagens

2.0 mL TBA reagens

Zagrevanje 10 min na 100 °C

Iz razlike apsorbancije radne probe (Arp) i korekcije (Axor) izra¢unate su apsorbancije (A)

za svaku koncentraciju ispitivanog ekstrakta, kao i za kontrolu:

A=Ap - Akor

Kapacitet ,hvatanja“ HO" radikala (RSCyo-) ispitanih ekstrakata razli¢itih koncentracija

racunat je na osnovu sledece jednacine, gde je Axon apsorbancija kontrolne probe (razlika

izmedu apsorbancije kontrole i korekcije kontrole):

RSChor (%) = (1- AlAcon) x 100%

Na osnovu RSCyo- vrednosti, odredene su ICsy vrednosti (koncentracija pri kojoj je

neutrlisano 50% radikala) ocCitavanjem sa odgovarajuceg grafika (funkcija RSCho- (%) U

zavisnosti od radne koncentracije), a rezultat je izraZzen kao srednja vrednost tri odredene I1Csg

vrednosti + standardna devijacija (ug/mL).

69



Marija Lesjak Doktorska disertacija

3.4.3. Odredivanje kapaciteta ,,hvatanja“ O, radikala

Kapacitet ,hvatanja“ superoksid anjon radikala ispitivanih ekstrakata odreden je
merenjem njihove sposobnosti da neutralisu O;" nastale tokom aerobne redukcije
tetrazolijum nitro-plavog (NBT, Slika 3.5.) pomo¢u NADH u prisustvu fenazin-metilsulfata
(PMS, Slika 3.5.; Nishikimi, 1972).

/ AN
o) o) ﬁ _ N
N N HaCO—S—0
[ Wt N Il S
N / \ N (@) N
CHj
PMS

+ +

NQ /N

- o -0” Yo

NBT

Slika 3.5. Strukturne formule tetrazolijum nitro-plavog i fenazinmetilsulfata

Stepen redukcije NBT sa NADH u aerobnim uslovima je zanemarljiv (5%) i linearno
raste sa koli¢inom dodatog PMS. PMS se ponasa kao prenosilac elektrona i znatno uti¢e na
mehanizam redukcije. S obzirom na to da je strukturno slican flavinu, PMS u reakciji sa
NADH prelazi u redukovani oblik, PMSH. Tokom njegove reoksidacije kiseonikom iz
vazduha, dolazi do generisanja superoksid anjon radikala (O2") koji u velikoj meri (95%)
redukuje NBT u formazan (Nishikimi, 1972; Slika 3.6.).

NADH PMS Oy NBT
NAD" PMSH 0O, NBTH
Slika 3.6. Mehanizam aerobne redukcije NBT

NBT je u oksidovanom obliku bezbojan, a redukcijom prelazi u NBTH koji je plave boje.

Dodavanjem ekstrakta koji sadrzi fenolna jedinjenja, dolazi do neutralizacije O, radikala i
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smanjenja redukcije NBT reagensa. Koli¢ina neutralisanih radikala prati se

spektrofotometrijski i proporcionalna je smanjenju intenziteta obojenja.

Reagensi:
1. 144 pmol/L nitroblu-tetrazolijum: 0.0031 g NBT rastvoreno u 25.0 mL dH,O
2. 600 pmol/L fenazinmetilsulfat - osnovni rastvor PMS reagensa: 0.0046 g PMS
rastvoreno u 25 mL dHO (rastvor ¢uvan u tamnoj boci)
3. 60 pumol/L fenazinmetilsulfat - radni rastvor PMS reagensa: 0.25 mL osnovnog
rastvora PMS dodato u 2.25 mL dH,O (rastvor pripremljen neposredno pre merenja)
4. 677 umol/L NADH: 0.0048 g NADH rastvoreno u 10.0 mL dH,O
5. 0.017 mol/L fosfatni pufer pH 8.3: 0.9321 g Na;HPO, i 0.0182 g KH,PO4 rastvoreno
u 100.0 mL dH,0
6. Pocetne koncentracije ispitivanih supstanci
. ekstrakata: J. communis/igice i SiSarke, J. macrocarpa/igice, J. excelsa/igice i
Sisarke, J. sibirica/igice i sisarke, J. foetidissima/iglice i sisarke, J. oxycedrus/iglice
i Sisarke, J. sabina/iglice i Sisarke i J. phoenicea/iglice 0.625, 1.25, 2.5, 5.0, 10.0,
15.0, 20.0 mg/mL; J. macrocarpa/sisarke i J. phoenicea/ Sisarke 20.0, 40.0, 80.0,
100.0, 140.0, 160.0, 200.0 mg/mL

Postupak:

Od ekstrakata pocetne koncentracije 0.2 g/mL napravljene su serije od sedam rastvora
razblazenja, tako da je dobijen raspon pocetnih koncentracija ekstrakta od 0.625 do 200
mg/mL. Sve radne probe i kontrole radene su u tri ponavljanja.

Pripremljeni su odgovarajuci rastvori (Tabela 3.7.), a njihova apsorbancija merena je

(560 nm) nakon 5 min,
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Tabela 3.7. Rastvori pripremljeni za odredivanje kapaciteta ,,hvatanja*“ O, radikala

Radna proba Korekcija Kontrola
200 pL 144 pmol/L NBT 1.5 mL pufer pH 8.3 200 pL 144 umol/L NBT
10 uL ekstrakt 10 uL ekstrakt 10 uL 80% MeOH
100 uL 677 pmol/L NADH" 100 pL 677 pumol/L NADH"
100 uL 60 pmol/L PMS” 100 uL 60 pmol/L PMS”
1.1 mL pufer pH 8.3 1.1 mL pH pufer 8.3

“rastvori su dodati neposredno jedan za drugim

Iz razlike apsorbancije radne probe (Arp) i korekcije (Axor) izra¢unate su apsorbancije (A)

za svaku koncentraciju ispitivanog ekstrakta:
A=Ay - Awr

Kapacitet ,,hvatanja“ O," radikala (RSCo,") ispitanih ekstrakata razli¢itih koncentracija

rac¢unat je na osnovu sledece jednacine, gde je Akon apsorbancija kontrolne probe:
RSCo2™= (%) = (1 - A/Akon) x 100%

Na osnovu RSCo,- vrednosti, odredene su ICso vrednosti (koncentracija pri kojoj je
neutrlisano 50% radikala) o¢itavanjem sa odgovarajuceg grafika (funkcija RSCo,- (%) u
zavisnosti od radne koncentracije), a rezultat je izrazen kao srednja vrednost tri odredene ICsg

vrednosti + standardna devijacija (ug/mL).

3.4.4. Odredivanje kapaciteta ,,hvatanja“ NO’ radikala

Odredivanje kapaciteta ,hvatanja“ NO’ radikala metanolnih ekstrakata vrsta roda
Juniperus zasniva se na spektrofotometrijskom merenju neutralizacije generisanih nitritnih
jona. U ovu svrhu kori$¢en je vodeni rastvor natrijum-nitroprusida (SNP) koji predstavlja
izvor NO’ radikala pri fizioloSkom pH. Nastali NO® reaguje sa kiseonikom dajuéi nitritne
jone, ¢ija koncentracija se odredjuje po metodi Green-a i saradnika (1982), a koja se zasniva
na spektrofotometrijskom odredivanju purpurno-ruzicastog diazo kompleksa, koji nastaje

nakon reakcije NO, i Griees-ovog reagensa na sobnoj temperaturi (Slika 3.7.).
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NO ——— NO, —— NO, HzNOSOZNHZ

H" | diazotovanje
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H,N NH O N=N@SozNH2
/

Slika 3.7. Nastajanje diazo kompleksa

Reagensi:
1. 10 mmol/L natrijum-nitroprusid dihidrata (SNP): 0.2980 g SNP rastvoreno u 100.0
mL fosfatnog pufera pH 7.4
2. Griess-ov reagens: dobija se meSanjem jednakih zapremina rastvora A i B:
A: 0.2% rastvor N-(1-naftil)-etilendiamin dihidrohlorida (NEDA): 0.5 g NEDA
rastvoreno u 249.5 mL dH,O
B: 2% rastvor sulfanilamida (SA) u 4% fosfatnoj kiselini: 5 g SA rastvoreno u smesi
235.2 mL dH,0 i5.80 mL H3PO,
Napomena: Smesa je stabilna 12 h na 4 °C, dok su pojedinacni rastvori stabilni 4
meseca.
3. 0.067 mol/L fosfatni pufer pH 7.4: 1.7506 g KH,PQO, i 7.6851 g Na;HPO, (19.3927 ¢
Na,HPO, 12H,0) rastvoreno u 1000.0 mL dH,0
4. Pocetne koncentracije ispitivanih supstanci
. ekstrakata: J. communis/igice i SiSarke, J. macrocarpa/igice i S$iSarke, J.
excelsa/igice i Sisarke, J. sibirica/igice i Sisarke, J. foetidissima/iglice i Sisarke, J.
oxycedrus/iglice i sisarke, J. sabina/sisarke i J. phoenicea/iglice i sisarke 2.5, 15.0,
25.0, 50.0, 100.0, 150.0 i 200.0 mg/mL; J. sabina/iglice 0.25, 1.0, 2.5, 15.0, 25.0,
50.0i 100.0 mg/mL
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Postupak:

Od ekstrakata pocetne koncentracije 0.2 g/mL napravljene su serije od sedam rastvora
razblazenja, tako da je dobijen raspon pocetnih koncentracija ekstrakta 0.25-200.0 mg/mL.
Sve radne probe i kontrole radene su u tri ponavljanja.

Pripremljeni su odgovaraju¢i rastvori (Tabela 3.8.), a njihova apsorbancija merena je
(546 nm) nakon 90 min.

Tabela 3.8. Rastvori pripremljeni za odredivanje kapaciteta ,,hvatanja“ NO' radikala

Radna proba Korekcija Kontrola Korekcija kontrole

0.5 mL 10 mmol/L SNP 1.0 mL pufer pH 7.4 0.5 mL 10 mmol/L SNP 1.0 mL pufer pH 7.4

30-20 uL ekstrakt 30-20 uL ekstrakt 30-20 uL 80% MeOH 30-20 uL 80% MeOH

0.5 mL pufer pH 7.4 0.5 mL pufer pH 7.4

Inkubacija 90 min na 25 °C (konstantno svetlo)

1 mL Griess-ov reagens

Napomena: svi reagensi dodati su u mraku

Iz razlike apsorbancije radne probe (Arp) i korekcije (Axor) izraunate su apsorbancije (A)

za svaku koncentraciju ispitivanog ekstrakta kao i za kontrolu:
A=Ay - Akor

Kapacitet ,hvatanja““ azot(l1)-oksida (RSCyo') ispitanih ekstrakata razli¢itih koncentracija
racunat je na osnovu sledece jednacine, gde je Axon apsorbancija kontrolne probe (razlika
izmedu apsorbancije kontrole i korekcije kontrole):

RSCno™ (%) = (1 - A/Akon) x 100%

Na osnovu RSCno™ vrednosti, odredene su 1Cso vrednosti (koncentracija pri kojoj je
neutrlisano 50% radikala) oc¢itavanjem sa odgovarajuceg grafika (funkcija RSCno™ (%) U
zavisnosti od radne koncentracije), a rezultat je izraZen kao srednja vrednost tri odredene ICsg

vrednosti + standardna devijacija (mg/mL).
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3.4.5. Odredivanje inhibicije lipidne peroksidacije

Odredivanje sposobnosti ispitivanih ekstrakata/etarskih ulja da inhibiraju lipidnu
peroksidaciju uradeno je TBA metodom (Halliwell i Gutteridge, 1986), pri ¢emu su
polinezasi¢éene masne kiseline iz lanenog ulja, dobijene ekstrakcijom po Soxlet-u, koris¢ene
kao supstrat za lipidnu peroksidaciju izazvanu Fe?* jonima u sinergizmu sa askorbatom.

Tatan mehanizam inicijacije lipidne peroksidacije Fe?* jonima nije u potpunosti
razja$njen. Poznato je da Fe*" joni mogu reagovati sa kiseonikom iz vazduha i pri tom
generisati ROS, kao npr. superoksid anjon (O,7), za koji se pretpostavlja da je inicijator
lancane radikalske reakcije lipidne peroksidacije.

Fe’* + 0, — ROS + Fe**
LH + ROS — L + ROS-H
L-+ O, —» LOO
LOO +LH - LOOH + L
Fe” + LOOH — Fe*" + LO + OH’

N Askorbat

Fe** + LOOH — Fe*" + LOO + H'

Inicijalna reakcija kiseoni¢nog radikala sa polinezasi¢enom masnom kiselinom (LH) vodi
nastajanju lipidnog radikala (L"), koji zatim reaguje sa kiseonikom i gradi peroksil radikal
(LOO"). Nastili LOO® moze da reaguje sa slede¢im molekulom LH daju¢i novi lipidni
radikal i lipidni hidroperoksid (LOOH). U reakciji sa redukovanim metalima, kao $to su npr.
Fe?* ili Cu®*, LOOH daje lipidni alkoksi radikal (LO"), koji, kao i LOO", vrsi dalju
propagaciju lan¢ane peroksidacije. Nastali oksidovani metali (Fe** ili Cu®") redukuju se u
prisustvu askorbinske kiseline ili u reakciji sa LOOH, pri ¢emu ponovo nastaje slobodni
peroksil radikal. Takode, Gesto u prisustvu Fe®* i askorbinske kiseline, moze da dode do
razgradnje LOOH do reaktivnih aldehidnih proizvoda, kao §to su malondialdehid (MDA), 4-
hidroksi-2-nonenal, 4-hidroksi-2-heksenal, akrolein itd. Krajnji produkt lipidne peroksidacije
MDA moze da reaguje sa TBA, pri ¢emu nastaje obojeni kompleks ¢ija apsorbancija moze

da se meri spektrofotometrijski na 532 nm.
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Reagensi:

76

1.
2.

Laneno ulje: dobijeno iz lana ekstrakcijom po Soxlet-u

0.035% rastvor masnih kiselina (MK): 35 uL lanenog ulja i 250 pulL Tween-80

rastvoreno u 100.0 mL fosfatnog pufera pH 7.4 (ultrazvu¢no kupatilo, 90 min)

4.58 mmol/L FeSOy: 0.0127 g FeSO4 x 7 H,0 rastvoreno u 10.0 mL dH,0

3.49 mmol/L Askorbinska kiselina - osnovni rastvor: 0.0615 g askorbinske kiseline

rastvoreno u 100.0 mL dH,O

0.087 mmol/L askorbinska kiselina - radni rastvor: 10 puLL osnovnog rastvora 3.49

mmol/L askorbinske kiseline pomeSano sa 390 uL dH,O

3.72% EDTA: 1.86 g EDTA rastvoreno u 50.0 mL dH,0

0.067 mol/L fosfatni pufer pH 7.4: 1.7506 g KH,PO, i 7.6851 g Na,HPQO, rastvoreno

u 1000.00 mL dH,0O

TBA reagens: 3.0 g TBA, 120.0 g TCA i 10.4 mL HCIO4 rastvoreno u 800.0 mL

dH0

Pocetne koncentracije ispitivanih uzoraka

. ekstrakata: J. foetidissima/iglice i S$isarke, J. oxycedrus/iglice i SiSarke, J.
sabina/iglice i sisarke i J. phoenicea/iglice i Sisarke 1.25, 2.5, 10.0, 40.0, 100.0 i
200 mg/mL; J. excelsa/iglice 5.0, 10.0, 20.0, 40.0, 80.0 i 100.0 mg/mL; J.
communis/igice i SiSarke, J. macrocarpa/igice i Sisarke, J. excelsa/sisarke, J.
sibirica/igice i sisarke 10.0, 20.0, 40.0, 80.0, 100.0 i 200.0 mg/mL.

. etarskih ulja: J. communis/igice 0.5, 1.0, 5.0, 10.0, 25.0 i 50.0 uL/mL; J.
foetidissima/iglice i sisarke, J. oxycedrus/Sisarke i J. sabina/iglice i $isarke 2.5, 5.0,
10.0, 50.0, 125.0 i 250.0 uL/mL; J. oxycedrus/iglice 2.5, 5.0, 10.0, 50.0, 125.0 i
500.0 uL/mL; J. phoenicea/sisarke 2.5, 10.0, 50.0, 125.0, 250.0 i 500.0 puL/mL; J.
communis/§isarke, J. macrocarpa/igice i SiSarke, J. excelsa/siSarke i igice, J.
sibirica/igice 5.0, 10.0, 25.0, 50.0, 125.0 i 250.0 pL/mL; J. phoenicea/iglice 5.0,
10.0, 50.0, 125.0, 250.0 1 500.0 pL/mL.

. standarda: BHA i BHT 0.62, 2.5, 5.0, 10.0, 15.0 i 20.0 mg/mL
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Postupak:

Od ekstrakta pocetne koncentracije 0.2 g/mL napravljena je serija od Sest razblazenja,
tako da je dobijen raspon pocetnih koncentracija ekstrakta 1.25-200.0 mg/mL, u zavisnosti
od ekstrakta. Etarska ulja koris¢ena su u rasponu koncentracija 0.5-500.0 pL/mL, dok su
standardni antioksidanti BHA i BHT korisc¢eni u rasponu koncentracija 0.62-20.0 mg/mL.
Sve radne probe i kontrole obavljene su u tri ponavljanja.

Pripremljeni su odgovarajuci rastvori (Tabela 3.9.) i inkubirani 60 min na 37 °C. Nakon
dodatka 3.72% EDTA 1 TBA reagensa, smeSa je zagrevana 15 min na 100 °C, a zatim
ohladena do sobne temperature i centrifugirana tokom 15 min na 3500 o/min. Apsorbancija

rastvora merena je spektrofotometrijski na 532 nm.

Tabela 3.9. Rastvori pripremljeni za odredivanje inhibicije lipidne peroksidacije

Radna proba Korekcija Kontrola Korekcija kontrole
3.0 mL 0.035% 3.04 mL pufer 3.0 mL 0.035%
rastvor MK pH 7.4 rastvor MK 3.04 mL pufer pH 7.4
20-100 pL
20 L. 4.58 ekstrakt/etarsko 20 uL. 4.58 20-100 pL 80% MeOH
mmol/L FeSO, . mmol/L FeSO,
ulje/standard
20 pL 0.087 20 uL 0.087
mmol/L askorbat mmol/L askorbat
20-100 pL
ekstrakt/etarsko 20-100 pL. 80%

ulje/standard MeOH

Inkubacija 60 min na 37 °C

200 uL 3.72% 200 uL 3.72% 200 pL 3.72% .
EDTA EDTA EDTA 200 uL 3.72% EDTA
2.0mL TBA 2.0mL TBA 2.0 mL TBA 2.0 mL TBA reagens
reagens reagens reagens

Zagrevanje 15 min na 100 °C
Centrifugiranje 15 min na 3500 o/min

Iz razlike apsorbancije radne probe (Ar) i korekcije (Axor) izracunate su apsorbancije (A)
za svaku koncentraciju ispitivanog ekstrakta i etarskog ulja, kao i za kontrolu:
A= Arp - Axor

77



Marija Lesjak Doktorska disertacija

Inhibicija lipidne peroksidacije ekstrakata ili etarskih ulja razli¢itih koncentracija (I_p) je
racunata na osnovu sledece jednacine, gde je Axon apsorbancija kontrolne probe (razlika
izmedu apsorbancie kontrole i korekcije kontrole):

ILp (%) = (1 - A/Akon) x 100%

Na osnovu I_p vrednosti, odredene su ICsy vrednosti (koncentracija pri kojoj je
neutrlisano 50% radikala) ocitavanjem sa odgovaraju¢eg grafika (funkcija I.p (%) u
zavisnosti od radne koncentracije), a rezultat je izraZzen kao srednja vrednost tri odredene ICsg

vrednosti + standardna devijacija (ug/mL, pL/mL).

3.4.6. Odredivanje redukcionog potencijala (FRAP test)

Odredivanje redukcionog potencijala ispitivanih ekstrakata uradeno je po metodi Benzie-
a i Strain-a (1996), prilagodenoj za mikroploce. Pri niskoj pH vrednosti, moze da dode do
redukcije gvozde(Ill)-2,4,5-tripiridil-s-triazin  kompleksa u obojeni gvozde(Il)-2,4,5-
tripiridil-s-triazin kompleks, ¢ija se apsorbancija moze da se meri spektrofotometrijski na 593
nm (Slika 3.8.).

Fe**-TPTZ + redukcioni agens — = Fe?*-TPTZ (intenzivno obojen)

Slika 3.8. Reakcija primenjena u FRAP testu

Reagensi:
1. 10.0 mmol/L 2,4,5-tripiridil-s-triazin (TPTZ) u 40 mmol/L HCI: 0.0156 g TPTZ
rastvoreno u smesi 4.993 g dH,0 i1 0.017 mL 36% HCI
2. 0.02 mol/L FeCls: 0.0270 g FeCls x 6 H,O rastvoreno u 5.0 mL dH0
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3. Acetatni pufer pH 3.6: 0.1550 g CH3COONa x 3 H,0 i 0.80 mL glac. CH;COOH
dopunjeno do 50 mL dH,0O

4. FRAP reagens: 10.0 mmol/L TPTZ : 0.02 mol/L FeCl; : acetatni pufer pH 3.6

pomesani u odnosu 5:5:50 neposredno pre merenja

5. 200 pg/mL askorbinska kiselina: 0.05 g askorbinske kiseline rastvoreno u 250.0 mL
dH20

Razblazenja askorbinske kiseline za standardnu krivu data su u Tabeli 3.10.:

Tabela 3.10. Razblazenja askorbinske kiseline kori§¢ena za izradu standardne krive

Pocetna koncentracija
askorbata (ug/mL) 160 140 120 100 8 60 40 20 10 5 25 125
Zapremina osnovnog
rastvora 200 yg/mL 160 140 120 100 80 60 40 20 10 10 100 100
askorbata (uL)

ZapreminadH, 0 (mL) 40 60 80 100 120 140 160 180 190 390 100 300
“koncentracije 5 pg/mL

6. Pocetne koncentracije ispitivanih ekstrakata:
. J. communis/igice i Sisarke, J. macrocarpa/igice i Sisarke, J. excelsa/igice i SiSarke,
J. sibirica/igice i sisarke, J. foetidissima/iglice i SiSarke, J. oxycedrus/iglice, J.
sabina/iglice i Sisarke i J. phoenicea/iglice 0.5, 1.0 i 2.0 mg/mL

. J. oxycedru/sisarke i J. phoenicea/sisarke 2.0, 4.0 i 8.0 mg/mL

Postupak:

Razblazenja askorbinske kiseline za standardnu krivu napravljena Su U rasponu
koncentracije od 1.25 do 160.0 pg/mL. Osnovni rastvor ekstrakata razblazen je do pocetnih
koncentracija od 0.5, 1.0 i 2.0 mg/mL ili 2.0, 4.0 i 8.0 mg/mL. Sve radne probe radene su u
tri ponavljanja. Pripremljeni rastvori prikazani su u Tabeli 3.11., a njihova apsorbancija

merena je spektrofotometrijski (593 nm) nakon Sest minuta.
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Tabela 3.11. Rastvori pripremljeni za odredivanje redukcionog potencijala

Radna proba Korekcija Slepa proba Korekcija slepe probe
290 pL FRAP reagens 290 pL dH,0 290 pL FRAP reagens 290 pL dH0
10 pL ekstrakt 10 pL ekstrakt 10 pL 80% MeOH 10 pL 80% MeOH

Iz razlike apsorbancije srednje vrednosti radnih proba (As) i korekcije (Axor) i Slepe probe
(Asp) 1 korekcije slepe probe (Aworsp), izracunate su apsorbancije (A) za svaki ispitani
ekstrakt:

A = (Asr - Axor) - (Asp- Axorsp)

Redukcioni potencijal izracunat je na osnovu kalibracione krive (funkcija apsorbancije u
zavisnosti od koncentracije) standarnog rastvora askorbinske kiseline. Rezultat je izrazen kao
srednja vrednost tri merenja + standardna devijacija (miligram-ekvivalenata askorbinske

kiseline po gramu suvog ekstrakta).

3.4.7. Odredivanje sadrZaja ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola odreden je po spektrofotometrijskoj metodi Singleton-a i
saradnika (1999), prilagodenoj za mikroploc¢e. Ova metoda zasniva se na osobini fenola da u
reakciji sa Folin-Ciocalteu-ovim reagensom (smeSa Na,WO,, Na,MoO,, HCI, H3PO, i

LiSO,) daju obojeni kompleks, ¢ija apsorbancija se meri na 760 nm.

Reagensi:
1. 0.1 mol/L Folin-Ciolcateu reagens (FC reagens): 1.25 mL 2M FC reagensa
razblazeno destilovanom vodom do 25.0 mL
2. 75 g/L Na,COg3: 1.875 g Na,CO3 rastvoreno u 25.0 mL dH,0
3. 1 mg/mL Galna kiselina: 0.0276 g galne kiseline x 1 H,O rastvoreno u 25.0 mL dH,0

RazblaZenja galne kiseline za standardnu krivu data su u Tabeli 3.12.
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Tabela 3.12. Razblazenja galne kiseline kori§¢ena za izradu standardne krive

Pocetna koncentracija

galne kis. (pg/mL) 80 60 50 40 30 20 10 5 25 125 0625 O

Zapremina osnovnog
rastvora 1 mg/mL 40 30 25 20 15 10 10 10 10 10 10 0
galne kiseline (mL)

Zapremina vode (mL) 460 470 475 480 485 490 990 1990 3990 7990 16990 500

4. Pocetne koncentracije ispitivanih ekstrakata:
. J. communis/igice i SiSarke, J. macrocarpa/igice, J. excelsa/igice i Sisarke, J.
sibirica/igice i Sisarke, J. foetidissima/iglice i Sisarke, J. oxycedrus/iglice i Sisarke,
J. sabina/iglice i sisarke i J. phoenicea/iglice i SiSarke 125, 250 i 500 pg/mL
. J. macrocarpa/sisarke 1000, 2000 i 4000 pg/mL

Postupak:

Razblazenja galne kiseline za standardnu krivu napravljena su u rasponu koncentracije od
0.625 do 80 pg/mL. Osnovni rastvor ekstrakata razblazen je do pocetnih koncentracija od
125, 250 i 500 pg/mL ili 1000, 2000 i 4000 pg/mL. Sve radne probe obavljene su u tri
ponavljanja. Pripremljeni rastvori prikazani su u Tabeli 3.13., a njihova apsorbancija merena

je spektrofotometrijski (760 nm) nakon dva Casa.

Tabela 3.13. Rastvori pripremljeni za odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Radna proba Korekcija Slepa proba Korekcija slepe probe
30 UL rastvarac 30 uL rastvarac
30 pL ekstrakt 30 pL ekstrakt (80% MeOH) (80% MeOH)
150 pL 0.1 mol/L 150 pL 0.1 mol/L
FC reagens 150 uL dH,0 FC reagens 150 uL dH,0
120 uL 75 g/L 120 uL 75 g/L 120 uL 75 g/L 120 uL 75 g/L
Na,CO3" Na,CO3" Na,CO3" Na,COs"

“rastvor je dodat 10 min nakon dodavanja FC reagensa

1z razlike apsorbancije srednje vrednosti radnih proba (Ag) i korekcije (Axor) i Slepe probe
(Asp) 1 korekcije slepe probe (Axorsp), izraCunate su apsorbancije (A) za svaki ispitani
ekstrakt:
A = (Asr - Axor) - (Asp- Axorsp)
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Sadrzaj fenola izraCunat je na osnovu kalibracione krive (funkcija apsorbancije u
zavisnosti od koncentracije) standarnog rastvora galne kiseline. Rezultat je izrazen kao
srednja vrednost tri merenja + standardna devijacija (miligram-ekvivalenata galne kiseline po

gramu suvog ekstrakta).

3.4.8. Odredivanje sadrZaja flavonoida

Sadrzaj flavonoida odreden je po spektrofotometrijskoj metodi Chang-a i saradnika
(2002), prilagodenoj za mikroplo¢e. Naime, flavonoidi i flavonglikozidi sa metalima daju

odgovarajuée metalokomplekse. Naro¢ito je znatajan Al-kompleks (Slika 3.9.), jer se AI**

vezuje za ukupne flavonoide, pa se sumarni apsorpcioni maksimum lako odreduje.

Kvercetin

Slika 3.9. Nastajanje obojenog kompleksa AI** jona i flavonoida

Reagensi:
1. 0.75 mol/L AICls: 4.5266 g AICIl; x 6 H,O rastvoreno u 25.0 mL dH-0
2. 1 mol/L CH3COONa: 3.402 g CH3COONa x 3 H,0 rastvoreno u 25.0 mL dH,0
3. 1 mg/mL Kvercetin: 0.0264 g kvercetin x H,O rastvoreno u 25.0 mL 80% metanola

RazblaZenja kvercetina za standardnu krivu data su u Tabeli 3.14.:
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Tabela 3.14. Razblazenja galne kiseline kori§¢ena za izradu standardne krive

Pocetna koncentracija
kvercetina (ug/mL) 80 60 50 40 30 20 10 5 25 125 0625 O

Zapremina osnovnog

rastvora 1 mg/mL 40 30 25 20 15 10 10 10 10 10 10 0
kvercetina (mL)

Zapremina80%  pen 470 475 480 485 490 990 1990 3990 7990 16990 500
metanola (mL)

4. Pocetne koncentracije ispitivanih ekstrakata:

. J. communis/igice i S$iSarke, J. macrocarpa/igice, J. excelsa/igice 1 SiSarke, J.
sibirica/igice i Sisarke, J. foetidissima/iglice i SiSarke, J. oxycedrus/iglice i $isarke, J.
sabina/iglice i sisarke i J. phoenicea/iglice i sisarke 1.0, 2.0 i 4.0 mg/mL

. J. macrocarpa/sisarke 5.0, 10.0 i 20.0 mg/mL

Postupak:

Razblazenja kvercetina za standardnu krivu napravljena su u rasponu koncentracije od
0.625 do 80.0 pg/mL. Osnovni rastvor ekstrakata razblazen je do pocetnih koncentracija od
1.0, 20 i 4.0 mg/mL ili 5.0, 10.0 i 20.0 mg/mL. Sve radne probe obavljene su u tri

ponavljanja. Pripremljeni rastvori su prikazani u Tabeli 3.15., a njihova apsorbancija merena
je spektrofotometrijski (415 nm) nakon trideset minuta.

Tabela 3.15. Rastvori pripremljeni za odredivanje sadrzaja flavonoida

Radna proba Korekcija Slepa proba Korekcija slepe probe
30 pL ekstrakt 30 pL ekstrakt 3((:3801/‘0 rasgéalff;é 383801/; r&ségalzz;é
90 uL MeOH 90 puL MeOH 90 puL MeCOH 90 uL MeOH
6 puL 0.75 mol/L AICI3 6 uL H,0 6 puL 0.75 mol/L AIClI; 6 uL H,0
6 uL 1 mol/L 6 uL 1 mol/L 6 uL 1 mol/L 6 puL 1 mol/L
CH3;COONa CH3;COONa CH3;COONa CH3COONa
170 uL H,0 170 pL H,0 170 pL H,0 170 pL H,0
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Iz razlike apsorbancije srednje vrednosti radnih proba (Ay) i korekcije (Akor), 1 Slepe
probe (Asp) 1 korekcije slepe probe (Axorsp), izracunate su apsorbancije (A) za svaki ispitani
ekstrakt:

A = (As - Acor) - (Asp- Axorsp)

Sadrzaj fenola izraCunat je na osnovu kalibracione krive (funkcija apsorbancije u
zavisnosti od koncentracije) standarnog rastvora kvercetina. Rezultat je izraZzen kao srednja
vrednost tri merenja + standardna devijacija (miligram-ekvivalenata kvercetina po gramu

suvog ekstrakta).

3.5.0dredivanje antiinflamatornog potencijala

3.5.1. Odredivanje broja trombocita

Trombociti, koji su koris¢eni u eksperimentu, dobijeni su sa Instituta za transfuziju u
Novom Sadu. Dobijani trombociti nalazili su se u specijalnim kesama koje predstavljaju
koncentrat trombocita. lako zastareli (nakon 5 dana) za medicinsku upotrebu, trombociti su i
dalje vijabilni, samo je njihov broj smanjen. Trombociti se ¢uvaju, uz neprestano blago
mesanje, na temperaturi od 20 °C do 24 °C. Tacan broj trombocita odredivan je brojanjem u
Neubauer-ovoj komori nakon tretiranja trombocita 1% amonijum-oksalatom, pri ¢emu se pod
mikroskopom vijabilni trombociti uocavaju kao svetlucave Cestice.

Rastvor trombocita, koji se koristi pri brojanju, napravljen je meSanjem 10 uL
koncentrata trombocita i 990 uL 1% rastvora amonijum-oksalata, pri ¢emu se dobija
razblazenje od 100 puta. Pre brojanja, potrebno je da rastvor za brojanje odstoji 10 min na
sobnoj temperaturi. Nakon 10 min, 10 pL pripremljenog rastvora nanosi se u Neubauer-ovu
komoru, preko oznaenog mesta, koje je predhodno prekriveno pokrovnim staklom. Nakon
nekoliko minuta, kada se trombociti ,,umire, vrsi se brojanje u odabranim kvadrati¢ima u
centralnom kvadratu, najmanje Cetiri puta, na mikroskopskom uvecanju od 40 puta. Na Slici
3.10. prikazana je Neubauer-ova komora pod mikroskopom, sa naznaCenim jednim
kvadraticem u kome se broje trombociti. Po nalasku dobre slike, pod mikroskopom se broje

trombociti koji svetlucaju. Pri brojanju, uzimaju se u obzir trombociti u samom kvadraticu i
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trombociti koji se nalaze na dve odabrane strane kvadratica (npr. desna i donja strana, ili leva
I gornja strana). Isti princip koristi se za svaki kvadrati¢ koji se odabere za brojanje.

Broj trombocita odreduje se formulom koja je formirana na osnovu dimenzija komore i
razblazenja trombocita. Visina komore iznosi 0.1 mm, dok povrSina jednog kvadrati¢a u kom
se broje trombociti iznosi 0.04 mm?, tako da je zapremina u kojoj se broje trombocita 4 x 10°
mm?tj. 4 x 10° mL. Ako se u formulu uvrsti taj podatak kao i razblazenje, dobija se krajnji

izraz:

broj trombocita/mL = (srednja vrednost izbrojanih trombocita x razblazenje (100))/(4 x 10°)

Slika 3.10. Izgled Neubauer-ovu komore pod mikroskopom
(http://mwww.carlroth.com/media/_en-de/Graphics/00001910 0.jpg, maj 2011)

3.5.2. Eksperimentalni postupak za odredivanje antiinflamatorne aktivnosti

Odredivanje antiinflamatorne aktivnosti ispitivanih ekstrakata, etarskih ulja i standardnih
jedinjenja uradeno je po modifikovanoj metodi Beara-e i saradnika (2010). Metoda je
zasnovana na odredivanju sposobnosti inhibicije produkcije medijatora inflamacije,
produkata metabolizma arahidonske kiseline, 12-HHT, TXB, i PGE; i enzima 12-LOX, u
intaktnom celijskom sistemu (humanim trombocitima), gde je proces inflamacije izazivan

dejstvom kalcijumove jonofore A23184 (kalcimicin).
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Reagensi:
1. Pufer pH 7.2: 4.0033 g NaCl, 0.1006 g KCl, 0.1361 g KH2PO,, 0.8899 g Na;HPO, x
2H,0 1 0.450 g glukoza monohidrata rastvoreno je u 500.0 mL dH,0
2. 1.9 mmol/L A23187 (kalcimicin) - osnovni rastvor: 1.0 mg kalcimicina rastvoreno u
1.0 mL DMSO
3. 125 pmol/L A23187 (kalcimicin) — radni rastvor: 0.658 mL osnovnog rastvora
kalcimicina (1.9 mmol/L) dopunjeno DMSO-m do 10.0 mL
16.66 mmol/L CaCl,: 0,0186 g CaCl, rastvoreno u 10.0 mL dH,0
1% HCOOH: 5 ml cc HCOOH pomesano sa 495.0 mL dH,0
0.1 mg/mL PGB, - osnovni rastvor: 1.0 mg PGB rastvoren u 10.0 mL DMSO

N o o &

6 ng/mL PGB; - radni rastvor: 0.6 mL osnovnog rastvora PGB, dopunjeno DMSO-m

do 10.0 mL

8. 1% (NH4)2C,04: 1.1450 g (NH4)2C,04 x H,0 rastvoreno u 100.0 mL dH,0

9. Pocetne koncentracije ispitivanih uzoraka

. ekstrakata: svih ispitivanih 10.0, 25.0, 50.0, 100.0, 200.0 i 300.0 mg/mL;

. etarskih ulja: J. macrocarpa/igice 0.001, 0.004, 0.008, 0.031, 0.125 i 0.250 uL/mL;
J. sabina/sisarke 0.004, 0.008, 0.032, 0.125, 0.25 i 1.0 uL/mL; J. phoenicea/sisarke
0.005, 0.05, 0.25, 1.0, 10.0 i 50.0 uL/mL; J. oxycedrus/sisarke 0.03, 0.14, 0.28,
1.125, 2.25 i 5.0 uLL/mL; J. sabina/iglice 0.05, 0.25, 1.0, 5.0, 25.0 i 50.0 pL/mL; J.
excelsa/igice 0.481, 1.875, 3.75, 7.5, 15.0 i 30.0 uL/mL; J. communis/igice i
SiSarke, J. excelsa/Sisarke, J. sibirica/igice, J. foetidissima/iglice i SiSarke, J.
oxycedrus/iglice, J. phoenicea/iglice 0.8, 3.125, 6.25, 12.5, 25 i 50 uL/mL; J.
macrocarpa/sisarke 5.0, 10.0, 15.0, 20.0, 25.0i 30.0 pL/mL.

. standarda: aspirin 0.01, 0.025, 0.05, 0.1, 0.3 i 0.6 mg/mL; kvercetin 0.156, 0.312,
0.625, 1.25, 2.5 5.0 mg/mL

Postupak:

Od ekstrakta pocetne koncentracije 0.3 g/mL (DMSO) napravljena je serija od Sest
rastvora razblaZenja, tako da je dobijen raspon pocetnih koncentracija ekstrakta 10-300.0
mg/mL. Od etarskih ulja napravljene su serije od Sest razblaZzenja u rasponu 0.001-50.0

uL/mL, u zavisnosti od vrste etarskog ulja. Standardni inhibitori produkcije ispitivanih
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metabolita arahidonske kiseline i enzima 12-LOX, aspirin, kori¢en je u rasponu
koncentracija 0.01-0.6 mg/mL, i kvercetin, u rasponu koncentracia 0.156-5.0 mg/mL.

Faze eksperimentalne procedure za odredivanje inhibicije produkcije matabolita 12-HHT,
TXB; IPGE; i enzima 12-LOX prikazane su u Tabeli 3.16.

Na osnovu odnosa povrSine pika metabolita (12-HHT, TXB,, PGE; i 12-HETE) i
povrsine pika internog standarda (PGB,) dobijene su vrednosti R, (radna proba), Ror
(korekcija), Rion (Kontrola) i R, (slepa proba) za odgovarajuce probe, a inhibicija produkcije
metabolita 1 enzima racunata je slede¢om jednacinom:

| (%) = (1 - (Rip-Rior)/(Rkon-Rsp)) x 100%

Na osnovu | vrednosti, odredene su ICso vrednosti (koncentracija pri kojoj je aktivnost
produkcije metabolita/enzima inhibirana 50%) odcitavanjem sa odgovarajuceg grafika
(funkcija I (%) u zavisnosti od radne koncentracije), a rezultat je izrazen kao srednja vrednost
tri odredene 1Csg vrednosti + standardna devijacija (mg/mL, odnosno nL/mL).

Tabela 3.16. Eksperimentalni postupak za odredivanje inhibicije produkcije metabolita 12-HHT,
TXB, i PGE;i enzima 12-LOX

Radna proba Korekcija Kontrola Slepa proba

4 x 10® trombocita u 4 x 10% trombocitau 4 x 10°® trombocita u 4 x 10® trombocita u
20mL puferapH7.2 2.0mLpuferapH7.2 2.0mL puferapH 7.2 2.0 mL pufera pH 7.2

Inkubacija 5 min na 37 °C uz blago muckanje

0.1 mL 0.1 mL
ekstrakt/etarsko ekstrakt/etarsko 0.1 mL DMSO 0.1 mL DMSO
ulje/standard ulje/standard
0.1 mL 125 pmol/L 0.1 mL 125 pmol/L
A23187 0.1 mL DMSO A23187 0.1 mL DMSO
Inkubacija 2 min na 37 °C uz blago muckanje
0.3 mL 16.66 mmol/L 0.3 mL dH,0 0.3 mL 16.66 mmol/L 0.3 mL dH,0

CﬁClz C&Clz
Inkubacija 5 min na 37 °C uz blago muckanje

5.8 mL 1% HCOOH 5.8 mL 1% HCOOH 5.8 mL 1% HCOOH 5.8 mL 1% HCOOH

(4°Cc)” (4°Cc)” (4°Cc)’ (4°C)’
50 uL 6 pg/mL PGB, 50 uL 6 pg/mL PGB, 50 puL 6 pg/mL PGB, 50 pL 6 pg/mL PGB,
8.0 mL smese 8.0 mL smese 8.0 mL smese 8.0 mL smese

CHCIzMeOH (1:1)  CHCI:MeOH (1:1)  CHCls:MeOH (1:1) CHCl;:MeOH (1:1)

Ekstrakcija (intenzivno muckanje, Vortex) 15 min

Centrifugiranje 7012 x g, 15 minna 4 °C

Odvajanje organskog sloja
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Uparavanje
Rastvaranje suvog ostatka u 0.5 mL MeOH

Cedenje preko milipor filtera
LC-MS/MS analiza

u slu¢aju da se formira gel, smesa se, pre dodatka 1% HCOOH, intenzivno mucka (Vortex) do te¢nog stanja

Optimizovani LC-MS/MS parametri:

Za hromatografsko razdvajanje koris¢ena je Zorbax SB-C18 30 mm x 2.1 mm x 3.5 um
(Agilent Technologies) reversno-fazna kolona pri temperaturi od 65 °C. Binarna mobilna
faza sastojala se od 0.6% sir¢etne kiseline (A) i metanola (B), a protok je iznosio 1.0
mL/min. Primenjen je gradijentni mod, koji je podrazumevao slede¢i odnos faza: 0.0 min
65% B, 2.0 min 100% B, 3.5 min 100% B, sa post-vremenom od 3.0 min. Injektovana
zapremina svih uzoraka bila je 5 uL. ESI parametri bili su: gas za susenje (N2) temperature
350 °C, protok 9 L/min, pritisak gasa nebulajzera 40 psi i napon na kapilari 4 kV, a ostali
optimizovani parametri prikazani su u Tabeli 3.17. Kvantifikacija jedinjenja uradena je u

negativnom MRM modu.

Tabela 3.17. Optimizovani parametri za kvantifikaciju 12-HHT, TXB,, PGE,, 12-HETE i PGB,

Polaritet Jon Jon Koliziona Napon

Jedinjenje  Mod ona Jonska vrsta prekursor proizvod  energija fragmentora
J (m/z) (m/z) V) (V)
12-HHT MRM NI [M=H]~ 279 261 5 120
TXB, MRM NI [M=H]~ 369 169 15 120
PGE; MRM NI [M=H]~ 351 271 15 120
12-HETE MRM NI [M=H]~ 319 310 7 120
PGB, MRM NI [M=H]~ 333 315 13 120

3.6. Odredivanje antimikrobnog potencijala

3.6.1. Sojevi bakterija

U cilju utvrdivanja antimikrobne aktivnost etarskih ulja iglica i SiSarki vrste roda
Juniperus koris¢eno je Sest referentnih sojeva razli¢itih vrsta bakterija: Clostridium

perfringens ATCC (American Type Culture Collection) 13124, Staphylococcus aureus
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ATCC 11632, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enterica serovar. Enteritidis (S.
enteritidis) ATCC 13076, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 i Acinetobacter baumannii
ATCC BAA-747. Sojevi su kultivisani na Mueller Hinton podlozi 24 ¢asa na 37 °C. Od
prekono¢nih kutura pripremane su suspenzije u fizioloSkom rastvoru opti¢ke gustine 0.5
MacFarland (approx. 1 x 10 CFU/mL). Za odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije
(MIC) etarskih ulja, pre inokulacije podloge, pripremljene suspenzije razblazene su prema
potrebi.

3.6.2. Disk difuzioni test

U cilju preliminarnog ispitivanja efekta odabranih etarskih ulja na rast i razmnozavanje
bakterija, primenjen je disk difuzioni metod (Prabuseenivasan i sar., 2006). Od prekono¢nih
bakterijskih kultura pripremljene su bakterijske suspenzije u fizioloSkom rastvoru (0.5 McF),
Mueller Hinton podloga je inkulisana i nakon susenja na sobnoj temperaturi u toku 30 minuta
na njenu povrsinu postavljeni su inertni diskovi dijametra 6 mm. Etarska ulja pomeSana su sa
10% rastvorom DMSO, u koji je prethodno dodato 0.5% Tween80 u cilju boljeg
difundovanja ulja (v/v 1:1), i na disk je stavljano 25 uL ove smesSe. Kao negativna kontrola
sluzila je sterilna destilovana voda pomeSana sa rastvara¢em (v/v 1:1), a kao pozitivna,
komercijalno proizvedeni disk ceftriaksona aktivnosti 30 ug i inertni disk impregniran sa
rastvorom amikacina (30 pg po disku). Inkubacija je vrsena 24 h na 37 °C, nakon &ega je
meren pre¢nik zone inhibicije. Testovi su izvedeni u tri nezavisna eksperimenta i dobijene
zone predstavljene su kao srednja vrednosti + standardna devijacija (mm). Etarska ulja J.
sibirica/sisarke, J. foetidissima/Sisarke i J. oxyedrus/SiSarke nisu bila predmet ispitivanja
antimikrobnog delovanja u okviru disk difuzione metode usled nedostatka etarskog ulja,
odnosno nedovoljne koli¢ine koja je dobijena pri izolaciji. Takode, etarska ulja J.
macrocarpa iglica i sisarki i J. communis iglica i SiSarki nisu ispitivana ovom metodom na
pojedine bakterije, kako bi ostalo dovoljno materijala za odredivanje minimalne inhibitorne

koncentracije.
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3.6.3. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) etarskih ulja

Minimalna inhibitorna koncentracija odabranih ulja odredena je agar dilucionim
metodom (NCCLS, 1990) uz neznatne modifikacije. Sterilisani Mueller Hinton agar, sa
dodatkom Tween 80 (0.5% v/v) u cilju boljeg rastvaranja i difundovanja etarskih ulja,
prohladen je do temperature od 50 °C, a zatim je dodata odgovarajuéa zapremina etarskog
ulja u cilju dobijanja finalnih koncentracija ulja u podlozi: 16.0, 8.0, 4.0, 2.0, 1.0, 0.5, 0.25,
0.125, 0.0625, 0.0312, 0.016, 0.008 1 0.004 uL/mL. Ploce su ostavljene 30 minuta da se
prosuse, a potom su inokulisane metodom kapi sa 1 pL 10 puta razblazene suspenzije 0.5
MacFarland (oko 1 x 10* CFU po jednoj kapi) odredenog bakterijskog soja. Ploge su
obavijene parafilmom i inkubirane od 18 do 24 ¢asa na 37 °C, nakon &ega je odredivana
minimalna inhibitorna koncentracija. Najmanja koncentracija ulja na kojoj je odsustvovao
rast bakterija ili se pojavilo par pojedina¢nih kolonija, uzimana je za minimalnu inhibitornu
koncentraciju. Negativna kontrola podrazumevala je inokulaciju bakterija na podloge u koje
je dodata odgovaraju¢a zapremina rastvaraca i destilovane vode. Amikacin je koris¢en kao
pozitivna kontrola, pri ¢emu su se finalne koncentracije kretale od 0.125 do 32 ug/mL
(0.125, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0, 16.0 i 32.0 ug/mL). Sve kombinacije bakterija i
koncentracija ispitivanih ulja radene su u triplikatu 1 u tri nezavisna eksperimenta, sa
izuzetkom ulja J. macrocarpa/iglice i J. oxycedrus/iglice, za koje je MIC odreden iz dva
nezavisna eksperimenta. Etarska ulja J. sibirica/Sisarke i J. foetidissima/SiSarke nisu bila
predmet ispitivanja antimikrobnog delovanja u okviru odredivanja minimalne inhibitorne
koncentracije etarskih ulja, usled nedostatka etarskog ulja, odnosno zbog nedovoljne koli¢ine
koja je dobijena pri izolaciji. Rezultati su predstavljeni kao najmanja koncentracija etarskog

ulja (uL/mL) ili antibiotika (ng/mL) koja je inhibirala rast i razmnoZavanje bakterija.
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4. DISKUSIJA | REZULTATI

4.1. Fitohemijski skrining

4.1.1. LC-MS/MS skrining odabranih fenolnih jedinjenja

U cilju utvrdivanja razlika u kvalitativnom 1 kvantitativnom sadrzaju 44 odabrana fenolna
jedinjenja u matanolnim ekstraktima iglica i SiSarki 8 vrsta roda Juniperus, primenjena je
visoko selektivna i specificna LC-MS/MS tehnika (Poglavlje 3.2.). Fitohemijski skrining
obuhvatao je analizu 14 fenolnih kiselina, 25 flavonoida, 3 kumarina i 2 lignana, od kojih je
veéina detektovana po prvi put u ispitivanim vrstama kleke. Rezultati skrininga fenolnih
komponenti u ispitivanim vrstama kleke dati su u Tabeli 8.1.

LC-MS/MS analizom metanolnog ekstrakta iglica vrsta J. communis utvrdeno je
prisustvo velikog broja ispitivanih fenolnih jedinjenja, od kojih se p-hidroksibenzoeva
kiselina, vanilinska kiselina, siringinska Kiselina, p-kumarinska kiselina, kafena Kkiselina,
ferulna Kiselina, 3,4-dimetoksicimetna kiselina, hlorogenska Kkiselina, amentoflavon,
izoramnetin, kemferol, Kkrizoeriol, naringenin i umbeliferon nalaze u najvecoj koli¢ini u
poredenju sa ostalim ispitivanim ekstraktima. Takode, u ovom ekstraktu, znacajno se istice
sadrzaj flavonoida rutina (103.83 mg/g s. e.), katehina (103.27 mg/g s. e.), amentoflavona
(26.29 mg/g s. e.), epikatehina (14.26 mg/g s. e.) i kumarina, umbeliferona (38.104 mg/g s.
e.). Ekstrakt SiSarki iste vrste odlikuje se siromaSnim sadrzajem ispitivanih fenolnih
komponenti u poredenju kako sa ekstraktom iglica, tako i sa ostalim ekstraktima. Od svih
ispitivanih fenola, samo se katehin nalazi u umerenoj koli¢ini (4.13 mg/g s. e.), dok je sadrzaj
ostalih detektovanih fenolnih jedinjenja uglavnom znatno manji od 1 mg/g s.e. Pregled
dostupne literature pokazuje da o fenolnom sastavu iglica ove vrste ne postoji ni jedan navod,
dok svega tri publikacije daju podatke o fenolnim komponentama u ekstraktima SiSarki
(Innocenti i sar., 2007; Miceli i sar., 2009; Kilic i sar., 2011). Innocenti i saradnici (2007) su
utvrdili viSestruko manje prisustvo apigenina i slican sadrzaj amentoflavona u ekstraktu
Si8arki, dok su Miceli i saradnici (2009) takode detektovali znatno manje koli¢ine apigenina 1

znatno vece koli¢ine amentoflavona u poredenju sa rezultatima ove teze. Rezultati Kilic 1
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saradnika (2011) nisu u skladu sa dobijenim rezultatima za sadrzaj p-hidroksibenzoeve
kiseline i katehina, budu¢i da ova grupa autora pomenute flavonoide nije ni detektovala.
Nasa ispitivanja pokazala da ekstrakt S$iSarki J. communis ima nizak sadrzaj p-
hidroksibenzoeve kiseline i visok sadrzaj katehina. Uocene razlike u koli¢ini detektovanih
fenolnih jedinjenja su najverovatnije posledica razli¢ite tehnike izolacije i primenjene metode
za analizu fenolnih frakcija. Takode, ova neslaganja mogu ukazati i na to da sastav fenolnih
komponenti nije u potpunosti kontrolisan na nivou gena, nego da na njega mogu imati uticaj i
razli¢iti ekoloski faktori.

Ekstrakt iglica J. macrocarpa odlikuje se visokim sadrzajem rutina (106.14 mg/g s. e.),
katehina (29.47 mg/g s. e.), kvercitrina (15.15 mg/g s. e.), epikatehina (3.51 mg/g s. e.),
amentoflavona (2.42 mg/g s. e.), dok je lignan sekoizolaricirezinol odreden u najvecoj
koli¢ini u ovom ekstraktu (1.58 mg/g s. e.). Metanolni ekstrakt SiSarki vrste J. macrocarpa
ima jednostavan sastav sa znatno manjim sadrzajem vecine fenolnih komponenti, a jedino se
istice koli¢ina biflavona, amentoflavona (3.68 mg/g s. e.). O fenolnom profilu vrste J.
macrocarpa ne postoji ni jedan dostupan navod u literaturi i samim tim ovi rezultati po prvi
svedocCe o prisutnosti ovih sekundarnih metabolita u ispitivanoj vrsti.

Ekstrakti iglica i SiSarki vrsta J. excelsa odlikuju se visokim sadrzajem Sest flavonoida:
katehina (234.39 i 56.53 mg/g s. e.), kvercitrina (141.86 i 44.96 mg/g s. e.), epikatehina
(11.13 i 7.36 mg/g s. e.), rutina (14.65 i 3.87 mg/g s. e.), apigenina (3.56 16.99 mg/g s. e.) i
amentoflavona (4.93 1 1.09 mg/g s. e.). Najve¢i sadrzaj katehina u ispitivanim ekstraktima
detektovan je upravo u ekstraktu iglica J. excelsa, dok se ekstrakt SiSarki odlikuje najveé¢im
sadrzajem lignana metaireziola, 4.94 mg/g s. e. Rezultati Kilic i saradnika (2011), Kkoji su
vezani za sadrzaj ispitivanih fenola u ekstraktu SiSarki J. excelsa, nisu u saglasnosti sa
rezultatima ove teze. Naime, pomenuti autori nisu detektovali p-hidroksibenzoevu kiselinu, a
katehin su odredili u Cetiri puta vecoj koli¢ini. Kad se sagledaju sve isptivane vrste roda
Juniperus, ekstrakti ove vrste zauzimaju tre¢e mesto po ukupnom sadrzaju fenolnih
komponenti, posle vrsta J. communis i J. sibirica.

Metanolni ekstrakt iglica vrste J. sibirica karakteriSe najveci sadrzaj rutina (198.72 mg/g
s. e.) u poredenju sa drugim ekstraktima, kao i znacajne koli¢ine katehina (146.44 mg/g s. e.),
epikatehina (12.73 mg/g s. e.) 1 apigenina (8.99 mg/g s. e.). U ekstraktu SiSarki odreden je
visok sadrzaj rutina (22.95 mg/g s. e.), katehina (15.66 mg/g s. e.) i apigenina (13.21 mg/g s.
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e.), dok je apigenin-7-O-glukozida detektovan u primetnoj koli¢ini (3.74 mg/g s. e.).
Rezultati ove teze nisu u saglasnosti sa navodima Miceli-ja i saradnika (2009), koji su
detektovali apigenin u znatno manjoj, a amentoflavon u nesto vecoj koli¢ini u ekstraktu
sisarki J. sibirica.

LC-MS/MS analizom utvrden je fenolni profil metanolnih ekstrakata iglica i Sisarki vrsta
J. foetidissima i navedene komponente detektovane su u znacajnim koli¢inama: katehin
(202.92 1 61.36 mg/g s. e.), kvercitrin (125.21 1 67.42 pg/g s. e.), epikatehin (78.39 i 24.36
mg/g s. e.), rutin (48.18 i 45.86 mg/g s. e.), kvercetin-3-O-glukozid (13.21 i 11.13 mg/g s. e.)
1 amentoflavon (7.64 1 0.86 mg/g s. e.). Najveci sadrzaj epikatehina 1 kvercitrina, u poredenju
sa ostalim ispitivanim ekstraktima, detektovan je u ekstraktu iglica J. foetidissima. Rezultati
Kilic i saradnika (2011), koji su vezani za sadrzaj odabranih fenola u ekstraktu $iSarki J.
foetidissima, nisu u saglasnosti sa rezultatima ove teze.

U ekstraktima vrste J. oxycedrus detektovani fenoli odredeni su u zanemarljivim
koli¢inama u poredenju sa ostalim vrstama. U ekstraktu iglica J. oxycedrus, po detektovanoj
koli¢ini izdvajaju se fenoli rutin (112.28 mg/g s. e.), epikatehin (6.14 mg/g s. e.) i katehin
(58.30 mg/g s. e.), dok je u ekstraktu SiSarki odredena znatno manja koli¢ina pomenutih
fenola. Kao i kod predhodno pomenutih vrsta, rezultati Kilic i saradnika (2011) nisu u
saglasnosti sa dobijenim rezultatima.

Fenolni profil ekstrakata iglica i SiSarki vrste J. sabina se medusobno znacajno razlikuje,
prvenstveno zbog toga $to je u ekstraktu iglica detektovana veca koli¢ina dominantnih
komponenti. U ekstraktu iglica odredena je zapazena koli¢ina katehina (124.88 mg/g s. e.),
kvercitrina (89.52 mg/g s. e.), rutina (58.41 mg/g s. e.), kvercetin-3-O-glukozida (15.06 mg/g
s. €.), epikatehina (13.15 mg/g s. e.) 1 apigenina (4.77 mg/g s. e.). Sadrzaj kvercetin-3-O-
glukozida u ovom ekstraktu bio je najve¢i u odnosu na ostale ispitane vrste. Ekstrakt SiSarki
karakteriSe visok sadrzaj kvercitrina (31.03 mg/g s. e.), rutina (18.02 mg/g s. e.), apigenin-3-
O-glukozida (6.86 mg/g s. e.), kvercetin-3-O-glukozida (5.76 mg/g s. e.) i apigenina (3.05
mg/g s. e.), pri ¢emu je sadrzaj apigenin-7-O-glukozid prisutan u najvecoj koli¢ini u ovom
ekstraktu.

Skrining odabranih fenolnih komponenti ekstrakata vrste J. phoenicea pokazao je
jednostavan sastav, sa malom koli¢inom ispitivanih jedinjenja u poredenju sa ostalim

ekstraktima. U ekstraktu iglica, po koli¢ini se jedino izdvaja katehin (23.41 mg/g s. e.), dok
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je u ekstraktu SiSarki detektovana mala koli¢ina svih odredivanih komponenti. Jedini
dostupan navod u literaturi, koji govori o sastavu fenolnih komponenti u iglicama J.
phoenicea (Maatooq i sar., 1998), je u saglasnosti sa rezultatima ove teze, s obzirom da su
Maatooq i saradnici takode potvrdili prisustvo kvercetina i kvercitrina. O fenolnom sastavu
ekstrakta $iSarki postoji samo jedan navod (Kilic i sar., 2011), ¢iji se rezultati, kao $to je i
ranije navedeno, ne slazu sa rezultatima ove teze u pogledu prisutne koli¢ine p-
hidroksibenzoeve kiseline i katehina.

Fenolni profil odabranih vrsta Juniperus bio je predmet malobrojnih istrazivanja, a
pregled dostupnih podataka u literaturi dat je u Tabeli 2.2. Od 16 ispitivanih ekstrakata, za 8
postoje navodi u literaturi, i to za ekstrakte J. communis/sisarke, J. excelsa/sisarke, J.
sibirica/sisarke, J. foetidissima/sisarke, J. oxycedrus/sisarke, J. sabina/iglice, J.
pheonicea/iglice i SiSarke (Abul'saeva i Pashinina, 1982; Maatooq i sar., 1998; 2005;
Innocenti i sar., 2007; Miceli i sar., 2009; Kilic i sar., 2011), ¢iji rezultati uglavnom nisu u
saglasnosti sa rezultatima ove teze. U pojedinim publikacijama postoje podaci samo o
kvalitativnom, dok neke navode 1 kvantitativni sadrzaj odredenih fenolnih jedinjenja, iako se
ni jedna od dostupnih studija nije detaljno bavila fenolnim sastavom vrsta koje su ispitivane u
ovoj tezi. Poredeci rezultate sadrzaja odredenih fenola u ekstraktima iglica i SiSarki iste vrste,
u vecini slu¢ajeva, veci sadrzaj ovih jedinjenja detektovan je u ekstraktu iglice. UopSteno,
fenolne komponente koje se nalaze u znacajnoj koli¢ini u ekstraktima vrsta roda Juniperus su
kvercitrin, rutin, epikatehin i katehin. lako bi dominantno prisustvo ovih fenola moglo da
ukaze na pripadnost odredenoj klasi, ovi podaci nisu dovoljno specificni i ne mogu da
posluze za ta¢nu Kklasifikaciju i odredivanje kom flavonoidnom hemo-tipu pripadaju
ispitivane vrste roda Juniperus. Medutim, imajuéi u vidu da kvercitrin, rutin, epikatehin i
katehin imaju veliki bioloski potencijal i ispoljavaju mnogobrojne pozitivne efekte, kao $to
su snazna antiinflamatorna, antiviralna 1 antikancerogena aktivnost, kao i pozitivan efekat na
spreavanje ateroskleroti¢nih lezija (Camuesco i sar., 2006; Tao i sar., 2007; Auclair i sar.,
2009; Papiez i sar., 2010), sadrzaj ovih jedinjenja u ispitanim ekstraktima ukazuje na njihovu
potencijalnu aktivnost i potrebu za daljim ispitivanjima njihovih bioloskih i1 farmakolo§kih
efekata. Uopsteno, dobijeni rezultati fenolnog skrininga mogu da budu od velike koristi u

proceni lekovitosti vrsta Juniperus, imajuci u vidu njihovu $iroku primenu u tradicionalnoj
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odredenih fenolnih jedinjenja, jer ih sadrze u znacajnim koli¢inama i mogu biti iskori§¢ene
kao sirovina za njihovo dobijanje.

Dobijeni rezultati fitohemijskog skrininga su izuzetno vazni za karakterizaciju roda
Juniperus, jer predstavljaju prve podatke o fenolnom sasatavu vecine ispitivanih vrsta i mogu
se, uz izvesnu opreznost, koristiti i kao hemotaksonomski markeri. Naime, fenolna jedinjenja
su pouzdaniji hemotaksonomski markeri od terpenoidnih komponenti, budu¢i da sadrzaj
terpenoida u velikoj meri zavisi od ekoloskih faktora. Medutim, izvesna neslaganja izmedu
podataka u literaturi i sadrzaja fenola odredenih u nasim ispitivanjima, ukazuju na potrebu da
se detaljnije ispita povezanost fenolnih jedinjenja i njihove upotrebe pri hemotaksonomskoj
klasifikaciji i determinaciji vrsta roda Juniperus. Sa druge strane, Cinjenica da se sadrZaj
fenolnih jedinjenja iste vrste sa razli¢itih lokaliteta moze znacajno razlikovati i u
kvalitativnom 1 u kvantitativnom smislu, moze biti pokazatelj da fenolni profil nije u
potpunosti kontrolisan na nivou gena, nego da, takode, delimi¢no zavisi i od drugih, a

posebno ekoloskih faktora.

4.1.2. GC-MS analiza etarskih ulja

Hemijskom karakterizacijom etarskih ulja sisarki i iglica osam vrsta roda Juniperus L.
primenom gasne hromatografije sa masenim detektorom (Poglavlje 3.3.), utvrdeno je
prisustvo ukupno 77 razlicitih komponenti koje ¢ine od 92.1 do 100% ukupnog sastava
etarskih ulja (Tabela 8.2.). Ispitivana etarska ulja se znac¢ajno razlikuju u kvantitativnom i
kvalitativnom sadrzaju terpenoidnih jedinjenja, sto je i o¢ekivano, buduci da su u okviru ove
doktorske teze analizirani uzorci etarskih ulja iglica i Sisarki osam vrsta kleke, koje su
sakupljene na razli¢itim lokalitetima, odnosno koje su rasle pod drugacijim ekoloskim
uslovima.

Etarsko ulje iglica vrste J. communis odlikuje se jednostavnim sastavom, gde
monoterpenski ugljovodonici ¢ine 89.8%, dok oksidovani monoterpeni ¢ine 5.8% ukupnog
sastava. Glavne komponente ovog etarskog ulja su: sabinen (36.3%), a-pinen (24.2%),
limonen (7.4%) i 4-terpineol (4.8%). Etarsko ulje sisarki iste vrste ima malo slozeniji sastav,
ali je i kod njega najdominantnija komponenta a-pinen (36.6%), monoterpenski ugljovodonik

koji je karakteristican za cetinarske vrste. Pored a-pinena, kao dominantni monoterpenski
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ugljovodonici odredeni su sabinen (18.6%) i B-mircen (8.6%). Kod S$isarki, za razliku od
iglica, znaCajan deo ukupnih terpena cine seskviterpeni, 19.1% ukupnog sastava, a
najdominantniji su germakren D (6.2%) i germakren B (4.6%). Etarska ulja SiSarki i iglica
vrsta roda J. communis bila su predmet analiza mnogih istrazivackih grupa i postoje
mnogobrojni podaci u literaturi o sastavu ove vrste razliCitog geografskog porekla (Tabela
2.3.). Navedeni rezultati prethodnih analiza, kao i rezultati dobijeni u okviru ispitivanja u
ovoj tezi, ukazuju na velike razlike u kvalitativnom i kvantitativnom sastavu terpenoidnih
jedinjenja, $to je najverovatnije posledica znacajnog uticaja razli¢itih ekoloskih faktora na
produkciju ovih sekundarnih metabolita.

Podaci dobijeni pri analizi sastava etarskih ulja iglica i1 SiSarki vrste J. macrocarpa sa
ostrva Hvar, Republika Hrvatska, za razliku od etarskih ulja iglica i SiSarki vrste J.
communis, ukazuju na male medusobne razlike. Naime, kod oba etarska ulja najzastupljeniji
su monoterpenski ugljovodonici (iglice 59.2%, SiSarke 69.6%), gde je a-pinen najprisutniji
(iglice 49.4%, Sisarke 47.8%). Etarsko ulje iglica J. macrocarpa, odlikuje se visokim
sadrzajem ukupnih seskviterpena (28.9%), gde je germakren D najzastupljeniji seskviterpen
(18.1%). Takode, i Sisarke imaju visok sadrzaj ukupnih seskviterpena, 20.5%, a kao i kod
iglica, germakren D je komponenta sa najveCom zastupljenoS¢u - 13.5%. Etarska ulja J.
macrocarpa su nedovoljno istrazena, s obzirom na to da postoji samo jedan podatak u
literaturi i to o sastavu iglica ove vrste (Adams, 2008), dok za $iSarke, u trenutno dostupnoj
literaturi, ne postoji ni jedan navod. Porede¢i rezultate prikazane u Tabeli 8.2. sa Adams-
ovim (2008.), prime¢uju se znacajne razlike, uglavnom u kvantitativnom sastavu, pa se tako
na primer, u ispitivanoj vrsti sa Hvara, najdominantniji seskviterpen germakren D nalazi u 38
puta vecoj koli¢ini.

Etarsko ulje iglica J. excelsa odlikuje se visokim sadrzajem ukupnih seskviterpena
(41.5%), Sto predstavlja najveéi sadrZzaj ove klase jedinjena u svim etarskim uljima
ispitivanih vrsta Juniperus. Najzastupljeniji seskviterpen je kedrol (37.4%), koji nije
detektovan u ostalim etarskim uljima. Monoterpenski ugljovodonici su zastupljeni u nesto
vecem procentu od seskviterpena, 52.1%, dok su najdominantnije komponente o-pinen
(30.9%) i limonen (14.8%). Takode, ectarsko ulje SiSarki ove vrste odlikuje se visokim
sadrzajem seskviterpena kedrola u poredenju sa ostalim etarskim uljima (7.7%). Sadrzaj

ukupnih monoterpenskih ugljovodonika u etarskom ulju Sisarki J. excelsa je veoma visok

96



Marija Lesjak Doktorska disertacija

89.6%, a dominantne komponente su, kao i kod iglica, a-pinen (76.7%) i limonen (5.8%).
Medu Sesnaest ispitivanih etarskih ulja, sadrzaj a-pinena u SiSarkama J. excelsa je najveci.
Etarska ulja vrste J. excelsa su detaljno ispitana i u literaturi postoje brojni podaci o sastavu
etarskih ulja ove vrste koje su sakupljene na razli¢itim delovima severne hemisfere (Tabela
2.3.). Kao i kod predhodno pomenutih etarskih ulja vrste J. communis i J. macrocarpa i kod
vrste J. excelsa, poredeci postojece 1 podatke dobijene u okviru prikazanih ispitivanja,
primecuju se znacajne razlike u kvantitativnom i kvalitativnom sastavu.

Etarsko ulje iglica vrste J. sibirica odlikuje se jednostavnim sastavom sa visokim
sadrzajem monoterpenskog ugljovodonika a-pinena koji iznosi 74.5% od ukupnog sadrzaja
terpenoida, koji je za ovo etarsko ulje odreden u potpunosti (100%). Sastav etarskog ulja
SiSarki iste vrste je neSto kompleksniji i odlikuje ga sadrzaj a-pinena od 50.1%, dok su kod
ostalih najzastupljeniji terpeni germakren D (14.3%) i B-mircen (6.4%).

Sastav etarskih ulja vrste J. foetidissima nije do sada detaljno ispitivan, tako da su
rezultati analize sastava iglica dostupni u samo dva navoda u literaturi (Tunalier i sar., 2002;
Adams, 2008), a za SiSarke u samo jednom (Tunalier i sar., 2002). Porede¢i dobijene
rezultate sa dostupnim podacima iz literature, primec¢uju se znacajne razlike u kvantitativnom
sastavu najzastupljenijih terpenskih komponenti. Etarsko ulje iglica J. foetidissima se
odlikuje visokim sadrzajem monoterpenskih ugljovodonika (73.2%), izuzetno niskim
sadrzajem a-pinena (3.4%), koji je veoma zastupljen u ostalim ispitivanim vrstama kleke.
Dominantni monoterpenski ugljovodonici u iglicama su sabinen (39.9%), y-terpinen (10.1%)
i a-terpinen (6.7%), gde se y- i a-terpinen, u poredenju sa ostalim ispitivanim etarskim uljim,
nalaze u najve¢em procentu. Takode, ukupni sadrzaj oksidovanih monoterpena je najvisi u
poredenju sa ostalih petnaest etarskih ulja 1 iznosi 18.6%, od kojih je najzastupljeniji 4-
terpineol (17.0%). Etarsko ulje $isarki J. foetidissima karakteriSe nesto sloZeniji sastav, a ¢ine
ga monoterpenski ugljovodonici (53.0%), oksidovani monoterpeni (8.2%) i diterpeni koji su
zastupljeni u velikom procentu (19.3%). Kao i kod iglica, i ovde je sadrzaj a-pinena nizi u
poredenju sa ostalim ispitivanim vrstama (3.5%), dok su sabinen (29.9%) i 4-terpineol
(8.2%) zastupljeni u primetnom procentu. Ono §to je karakteristino za SiSarke ove vrste je
sadrzaj diterpena, koji su prisutni u velikom procentu, a najzastupljeniji su pojedinac¢no:
abietadien (8.6%), 4-epi-abietal (8.5%) i abietol (3.2%), koji su takode detektovani i u radu

Tunalier-a i saradnika (2002), ali ne u tolikom procentu.
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Etarska ulja iglica i SiSarki vrste J. oxycedrus karakteriSe jednostavan sastav, gde
dominantne komponente pripadaju monoterpenskim ugljovodonicima (iglice 78.8%, SiSarke
89.2%) i seskviterpenima (iglice 16.8%, S$iSarke 5.5%). Pojedinac¢no, najzastupljenije
terpenske komponente iglica su 3-mircen (43.2%), a-pinen (23.7%), germakren D (11.4%),
limonen (9.7%) 1 6-kadinen (3.0%). Iste terpenske komponente prisutne su u zapazenom
procentu i u SiSarkama: a-pinen (75.6%), limonen (8.1%), germakren D (3.7%), 6-kadinen
(3.1) i B-mircen (2.3%). Etarsko ulje $isarki J. oxycedrus izdvaja se od ostalih ispitanih
etarskih ulja kleke po visokom sadrzaju a-pinena, dok se etarsko ulje iglica odlikuje visokim
sadrzajem B-mircena. Oba etarska ulja pokazuju visok sadrzaj oksidovanog seskviterpena d-
kadinena, koji je samo u tragovima prisutan u nekim od ispitivanih etarskih ulja. Postoji
veliki broj podataka u literaturi o sastavu etarskih ulja vrste J. oxycedrus (Tabela 2.3.), ali
rezultati se ne mogu porediti zbog znaCajne razlike u sadrzaju 1 prisutnosti pojedinih
terpenskih komponenti.

Sastav etarskih ulja iglica i SiSarki vrste J. sabina bio je predmet istrazivanja u samo dva
dostupna rada (Hernandez i sar., 1987; Adams, 2008). U okviru ove doktorske teze, u
potpunosti je odreden sastav etarkog ulja iglica (100%), kao 1 98.9% sastava etarskog ulja
Sisarki vrste J. sabina sakupljene na teritoriji Republike Makedonije. Ispitivana etarska ulja
karakteriSe neSto drugaciji sastav od sastava ostalih ispitanih etarskih ulja. Sabinen je
prisutan u velikom udelu kod oba etarska ulja (iglice 54.3%, SiSarke 60.9%), dok su druge
komponente prisutne u umerenoj koli¢ini: B-mircen (iglice 4.3%, SiSarke 5.5%) i 4-terpineol
(iglice 6.8%, SiSarke 2.9%). U poredenju sa ostalim ispitivanim etarskim uljima, etarsko ulje
iglica J. sabina, odlikuje se najvi§im procentom oksidovanog monoterpena citronelala, 6.8%.

Etarska ulja iglica i SiSarki vrste J. phoenicea odlikuju se visokim sadrZzajem
monoterpenskih ugljovodonika (iglice 64.6%, $isarke 83.3%), od kojih su najzastupljeniji a-
pinen (iglice 43.6%, SiSarke 74.3%) 1 B-felandren (iglice 13.4%, SiSarke 2.7%). Takode, u
ovim etarskim uljima seskviterpeni su prisutni u zapazenoj koli¢ini (iglice 21.8%, SiSarke
14.2%), a pojedina¢no najzastupljeniji su germakren D (iglice 8.3%, SiSarke 7.3%) 1 trans-
kariofilen (iglice 13.4%, SiSarke 2.7%).

Uopsteno, na osnovu detaljne GC-MS analize etarskih ulja iglica i $iSarki osam vrsta roda
Juniperus sakupljenih na teritoriji Balkanskog poluostrva (Tabela 2.3.), moze da se zakljuci

da se ispitivana etarska ulja odlikuju visokim sadrzajem monoterpenskih ugljovodonika
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(52.1-89.9%), gde su dominantne komponente a-pinen (2.4-76.7%), sabinen (0-54.3%), B-
mircen (0.9-43.2%), limonen (0-14.8%) i 4-terpineol (0.2-17.0%). Posle monoterpenskih
ugljovodonika, najprisutniji su seskviterpeni (1.5-41.5%), od kojih se istie sadrzaj
germakrena D (0-18.1%). Ovi rezultati ukazuju da etarska ulja vrsta Juniperus imaju
jednostavan terpenski sastav i da se mogu smatrati izvorom dominantno prisutnih mono- i
seskviterpena.

Hemijski sastav vecine etarska ulja ispitivanih vrsta kleke bio je predmet velikog broja
istrazivanja, o ¢emu svedoCi niz navoda iz literature (Tabela 2.3.). Porede¢i dobijene
razultate sa tim podacima, primeéuju se velike razlike u kvalitativnom i kvantitativnom
sastavu svih analiziranih etarskih ulja, a one su najverovatnije posledica uticaja razli¢itih
ekoloskih faktora pod kojima su rasle ispitivane vrste. Naime, pored geografskog porekla, na
sastav terpenoidnih jedinjenja u mnogome utiCu i sastav zemljista, broj suncanih sati tokom
godine, biljne vrste koje rastu u okolini, kao i sama tehnika izolovanja etarskih ulja. Takode,
doba godine, odnosno faza vegetacije u kojoj je sakupljen biljni material, ima izuzetan znacaj
za sastav etarskih ulja. Postoje podaci u literaturi koji ukazuju na to da etarsko ulje iste biljne
vrste i jedinke, izolovano istom metodom, ali iz materijala sakupljenog u razli¢itim
vegetativnim fazama, moze da se razlikuje u prisutnosti dominantne komponente a-pinena i
do 5 puta (Shanjani i sar., 2010). Zbog velike varijabilnosti sadrzaja istih komponenti u istoj
biljnoj vrsti, sastav etarskih ulja ne moze se koristiti kao pouzdani hemotaksonomski marker.
Medutim, sastav etarskih ulja je znacajan u kontekstu primene kleke u medicinske i
kozmeticke svrhe, zatim u industriji, gde se etarska ulja kleke koriste kao sirovina, ali i u
kulinarstvu, zbog toga $to kvalitet preparata u mnogome zavisi od hemijskog sastava etarskih
ulja. Tako o sastavu vecine etarskih ulja kleka, osim §isarki J. macrocarpa, ve¢ postoje podaci
u literaturi, dobijeni rezultati su izuzetno znacajni u smislu evaluacije kvaliteta etarskih ulja
vrsta Juniperus sa podrucja Balkana, buduéi da vecina kleka koje rastu na ovoj teritoriji, do
sada nije ispitivana. Medutim, za potpunu determinaciju sastava etarskih ulja kleka sa
teritorije Balkanskog poluostrva, neophodno je nastaviti njihovu detaljnu hemijsku
karakterizaciju 1 ispitati kako se menja sastav istih vrsta sa razli¢itih lokaliteta, sakupljenih u
razli¢itom vegetacionom periodu, Sa ciljem da se ta¢no utvrde uticaji razli¢itih ekoloskih

faktora na terpenoidni profil.
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4.2. Antioksidantni potencijal

Reaktivne vrste Kiseonika i azota su endogeni intermedijeri, koji neprekidno nastaju u
organizmu i imaju dvojaku ulogu. Pored vazne uloge u regulaciji niza fizioloskih procesa:
kao signalni molekuli u procesu proliferacije, inflamacije i adhezije, fagocitozi, regulaciji
¢elijskog rasta, sintezi bioloski vaznih jedinjenja i sl., poveéan nivo slobodnoradikalskih
vrsta dovodi do reakcija sa neradikalskim vrstama i naruSavanja normalne homeostaze celije.
Naime, slobodni radikali, kao $to je navedeno u Poglavlju 2.2., mogu da se adiraju na druge
molekule i izazivaju razna osteéenja (npr. adicija HO' na DNK), mogu da abstrahuju proton
(npr. iz ugljovodoni¢nog niza nezasi¢nene masne kiseline iz ¢elijskih membrana, izazivajuci
lipidnu peroksidaciju), mogu da budu redukujuc¢i (doniranje jednog elektrona) ili oksidativni
(abstrakcija jednog elektrona) agensi, pri ¢emu nastaju nove radikalske vrste i zapravo
zapocinje lancana reakcija. Celija poseduje sopstveni antioksidativni sistem koji ima kjuénu
ulogu u zastiti od slobodnih radikala, odnosno u odrzavanju oksido-reduktivne ravnoteze u
¢eliji. Taj sistem Cine razliCiti endogeni proteini (vezuju metalne jone i na taj nacin
sprecavaju katalizu, na primer, Fentonove reakcije), neproteinski biomolekuli (npr. askorbat,
tokoferol) i enzimi (superoksid dizmutaza, glutation peroksidaza, peroksiredoksini i sl.) koji
mogu da katalizuju prevodenje radikalskih u neradikalske vrste (Halliwell, 2006). Pored
endogenih agenasa, koji stite ¢eliju od oksidantnog osSte¢enja, egzogeni agensi U velikoj meri
mogu da doprinesu zaStiti organizma. Kako se velika koli¢ina egzogenih agenasa u
organizam unosi hranom, neophodno je odrediti antioksidantni kapacitet razli¢itih biljaka, sa
ciljem da se ishrana obogati vrstama koje su potentni ,hvata¢i“ slobodnih radika, kao i
efikasnost prirodnih antioksidanata pri zastiti od oksidativnog ostecenja hrane. Naime, u
pogledu ispitivanja hrane, odredivanjem antioksidantnog statusa u bioloskim sistemima moze
da se prati uticaj ishrane na oksidativni stres i doprinos u prevenciji bolesti ¢iji uzro¢nici su
oksidativna oStecenja (Sanchez-Moreno, 2002). U skladu sa navedenim, i imajuci u vidu
Siroku primenu vrsta roda Juniperus u kulinarstvu kao za¢ina i konzervansa, proizvodnji
alkoholnih pi¢a i primeni u tradicionalnoj medicini, u okviru ove teze ispitan je
antioksidantni potencijal metanolnih ekstrakata i etarskih ulja iglica i SiSarki vrsta roda
Juniperus primenom vise standardnih spektrofotometrijskih metoda. Budu¢i da su fenolna

jedinjenja, posebno flavonoidi, grupa prirodnih proizvoda koji su izuzetno potentni
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antioksdantni agensi, determinisan je njihov ukupni sadrzaj u ispitanim ekstraktima, a zatim
je uradena odgovarajuca regresiona analiza u cilju ispitivanja korelacije sadrzaja ovih
jedinjenja i antioksidantne aktivnosti.

Antioksidantna aktivnost ispitanih ekstrakata odredena je primenom testova Kkoji su
zasnovani na transferu elektrona (neutralizacija DPPH" radikala i odredivanje redukcione
sposobnosti - FRAP test), neutralizaciji slobodnoradikalskih vrsta (kapacitet ,hvatanja“ HO",
O," i NO radikala) i potencijalu inhibicije lipidne peroksidacije (Poglavlje 3.4.). Takode,
uporedno su ispitane i odgovarajuce aktivnosti potentnih, sintetickih antioksidanasa BHA i
BHT, koji se vrlo cesto koriste kao aditivi (E320 i E321, redom), kako u hrani, tako i u
farmaceutskim, kozmetickim i raznim industrijskim proizvodima. Tabele sa rezultatima
spektrofotometrijskin merenja i grafici sa kojih su ocitane 1Cso vrednosti prikazani su u
Poglavlju 8.2. (Tabele 8.3.-8.47. i Grafici 8.1.-8.42.).

Odredivanje kapaciteta neutralizacije DPPH" radikala je metoda koja zbog svoje ta¢nosti,
brzine i komercijalne dostupnosti DPPH reagensa ima Siroku primenu u ispitivanjima
antioksidantnog potencijala prirodnih proizvoda. Na Histogramu 4.1. i 4.2. prikazane su 1Csy

vrednosti (ug/mL i uL/mL) delovanja ekstrakta i etarskih ulja na neutralizaciju DPPH".
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Histogram 4.1. Potencijal neutralizacije DPPH’ radikala metanolnih ekstrakata iglica i $iSarki vrsta

roda Juniperus
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ICso vrednosti ispitanin ekstrakata iznose od 2.58 (J. foetidissima/iglice) do 322.79
ug/mL (J. macrocarpa/sisarke) i ukazuju na to da 9 od 16 ispitivanih ekstrakata ima bolju
sposobnost neutralizacije DPPH’ radikala nego sinteti¢ki antioksidant BHA (ICsp = 12.39
ug/mL). Takode, statisticki znac¢ajno bolju aktivnost (p<0.05) od BHT pokazalo je osam
ekstrakata, J. excelsa/iglice i siSarke, J. sibirica/iglice, J. foetidissima/iglice i Sisarke, J.
oxycedrus/iglice, J. sabina/iglice i J. phoenicea/iglice, ¢ije 1Csq vrednosti su bile manje od
8.8 ng/mL (ICsp butilovanog hidroksitoluena). Kod svih ispitivanih ekstrakata, osim kod

ekstrakata J. foetidissima, iglice su pokazale bolju aktivnost pri neutralizaciji DPPH’ radikala

U odnosu na SiSarke.
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Histogram 4.2. Potencijal neutralizacije DPPH' radikala etarskih ulja iglica i $iSarki vrsta roda

Juniperus

Ispitivana etarska ulja vrsta roda Juniperus postizu neutralizaciju 50% DPPH’ radikala pri
koncentracijama od 6.89 (J. macrocarpa/iglice) do 27.04 uL/mL (J. sabina/iglice), dok samo
dva etarska ulja nisu postigla 1Csp vrednost u ispitivanom opsegu koncentracija (J.
foetidissima/sisarke i J. phoenicea/sisake). U poredenju aktivnosti izmedu iglica i SiSarki iste
vrste, sve iglice pokazuju bolji potencijal od odgovarajuc¢ih $isarki, osim kod vrste J.
oxycedrus, gde je situacija obrnuta, pri ¢emu su razlike kod ¢etiri vrste (J. macrocarpa, J.
foetidissima, J. sabina i J. phoenicea) jasno izrazene. 1Csy vrednost za ispitivane standarde
BHT i BHA nije prikazana na Histogramu 4.2., zbog znacajne razlike u redu veli¢ina ICsg
vrednosti standarda i etarskih ulja.
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Pri poredenju rezultata aktivnosti ispitivanih ekstrakata i standarda sa etarskim uljima,
vazno je imati u vidu da masena koncentracija ekstrakata i standarda u mg/mL odgovara
zapreminskoj koncentraciji etarskog ulja izrazenoj u pL/mL. Uzimajuéi u obzir navedenu
korelaciju, etarska ulja pokazala su znatno slabiju aktivnost od ekstrakata i standarda pri
neutralizaciji DPPH’ radikala, koja je najverovatnije posledica njihove lo$e rastvorljivosti u
polarnim sistemima.

Kapacitet ,,hvatanja“ hidroksil radikala ispitivanih ekstrakata prikazan je na Histogramu
4.3.
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Histogram 4.3. Potencijal neutralizacije HO' radikala ekstrakata iglica i §iSarki vrste roda Juniperus

Najveci potencijal ,,hvatanja“ HO radikala pokazao je ekstrakt J. excelsa/iglice, dostizuci
ICso vrednost pri koncentraciji od 191.36 pg/mL, dok je najmanju izmerenu aktivnost ispoljio
ekstrakt J. communis/iglice (ICsp = 1034.15 pg/mL). Ekstrakti J. oxycedrus/iglice i J.
phoenicea/sisarke u ispitivanom opsegu koncentracije nisu postigli 1Cso vrednost. U
poredenju sa BHT (I1Cso = 148.51 pg/mL), ni jedan ekstrakt nije pokazao bolju aktivnost, dok
je bolji potencijal od BHA (ICsp = 301.05 pg/mL) ispoljilo samo dva ekstrakta (J.
excelsa/iglice i J. macrocarpa/sisarke) od Sesnaest. Medu dobijenim rezultatima ne moze se
uociti zakonitost izmedu aktivnosti ekstrakta iglica i $iSarki iste biljne vrste. Pri radnoj
koncentraciji od 15.625 do 1000.0 pL/mL ni jedno etarsko ulje iglica ili §iSarki vrste roda
Juniperus nije pokazalo koncentraciono-zavisnu aktivnost, §to je najverovatnije posledica

njihove slabe rastvorljivosti u vodi (puferskim sistemina).
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U pogledu sposobnosti ,hvatanja“ O, radikala, svi ekstrakti odabranih vrsta roda

Juniperus pokazali su znacajnu aktivnost (Histogram 4.4.).

611.63
+13.24 488.50

12736
41.45 544 358 79'35 3577 31.09 5425 4401 3376 58.60 47.90
+2.81 071 +7 08 *433 4375 15 g4 £1.29 £2.04 391 +444

ICso ug/mL

) . e 2 e (2 2 2 2
IR MV S i S
AP LAY NP 07 RO Q\ A

& 3 & & & Jé\_e & :é@ Qg\\ %Q\\’-
0 \\% \\% \\Qo 50 \\% &

L XSS S @
o

S % ©
F &N D & & & P
S P ‘ , ¢
& & &K & & & & &L P S &
& & & o . i . N S Y LS MO
O QS (20NN RPN v ©
&S > Y& &Ny W

Histogram 4.4. Potencijal neutralizacije O, radikala ekstrakata iglica i SiSarki vrste roda Juniperus

Odredene ICsg vrednosti u pogledu ,,hvatanja® O, radikala su u opsegu od 31.09 (J.
foetidissima/Sisarke) do 611.63 pg/mL (J. macrocarpa/sisarke). Kad se poredi aktivnost
metanolnog ekstrakata iglica i SiSarki iste vrste kleke, uocava se da kod sedam od osam
ispitivanih vrsta, statisticki znac¢ajno bolju aktivnost (p<0.05) imaju ekstrakti iglica. Jedini
izuzetak je vrsta J. foetidissima, gde neznatno vecu aktivnost pokazuje ekstrakt SiSarki. Pri
radnoj koncentraciji od 15.625 do 1000.0 uL./mL ni jedno etarsko ulje iglica ili §iSarki vrste
roda Juniperus nije pokazalo koncentraciono-zavisnu aktivnost, kao ni standardni
antioksidanti BHT i BHA pri radnoj koncentraciji od 0.62 do 20.0 mg/mL, $to je
najverovatnije posledica njihove slabe rastvorljivosti u vodi (puferskim sistemina).

Kapacitet ,hvatanja“ NO’ radikala ispitanih ekstrakata vrsta roda Juniperus prikazan je
na Histogramu 4.5.
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Histogram 4.5. Potencijal neutralizacije NO" radikala ekstrakata iglica i $iSarki vrste roda Juniperus

Kao i pri neutralizaciji O," radikala i pri neutralizaciji NO" radikala, ni standardni
antioksidanti BHA i BHT (radna koncentracija od 0.1 do 3.0 mg/mL) ni etarska ulja (radna
koncentracija od 1.25 do 60.0 puL/mL) nisu pokazali koncentraciono zavisnu aktivnost.
Ekstrakti su pokazali znatan potencijal postizu¢i ICso vrednosti u rasponu od 0.15 (J.
sibirica/iglice) do 0.84 mg/mL (J. macrocarpa/iglice), dok samo dva ekstrakta (J.
oxycedrus/Sisarke i J. phoenicea/siSarke) nisu postigla ICso vrednost pri ispitivanom opsegu
koncentracija. Od osam vrsta, kod Cetiri statisti¢cki znacajno (p<0.05) bolju aktivnost u
pogledu neutralizacije NO" radikala ispoljavaju ekstrakti iglica u poredenju sa ekstraktima
sisarki.

Potencijal ispitivanih ekstrakata i etarskih ulja da inhibiraju lipidnu peroksidaciju
prikazan je na Histogramu 4.6. i 4.7.
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Histogram 4.6. Potencijal inhibicije lipidne peroksidacije ekstrakata iglica i Sisarki vrste roda

Juniperus

Nijedan od ekstrakata SiSarki i iglica ispitivanih vrsta Juniperus nije pokazao bolju
aktivnost pri inhibiciji lipidne peroksidacije od standardnih antioksidanata BHT i BHA.
Odredene ICsy vrednosti iznose od 40.41 (J. excelsa/iglice) do 1461.88 pg/mL (J.
phoenicea/sisarke), dok ekstrakt J. oxycedrus/Sisarke nije dostigao ICso vrednost u
ispitivanom opsegu koncentracija. Kod svih ispitivanih vrsta iglice su pokazale statisticki
znacajno bolju aktivnost (p<0.05) pri inhibiciji lipidne peroksidacije u poredenju sa
odgovaraju¢im SiSarkama.
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Histogram 4.7. Potencijal inhibicije lipidne peroksidacije etarskih ulja iglica i §isarki vrste roda

Juniperus

106



Marija Lesjak Doktorska disertacija

Od svih ispitivanih etarskih ulja, jedino su etarska ulja iglica i $iSarki vrste J. communis
pokazala bolju sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije u poredenju sa standardnim
antioksidantom BHT, dok je od BHA aktivnije bilo samo etarsko ulje iglica J. communis.
Odredene ICsp vrednosti su u opsegu od 9.98 nL/mL (J. communis/iglice) do 1574.43 nL/mL
(J. oxycedrus/iglice). Kad se porede aktivnosti etarskih ulja iglica i $iSarki iste vrste, ne moze
se uociti zakonitost buduc¢i da kod tri vrste od sedam, ve¢u aktivnost imaju $iSarke, a kod
cetiri vrste etarsko ulje iglica. U poredenju sa odgovaraju¢im ekstraktom, deset od ukupno
petnaest etarskih ulja je statisticki znacajno aktivnije (p<0.05) u pogledu inhibicije lipidne
peroksidacije.

Rezultati redukcionog potencijala ispitivanih ekstrakata vrste roda Juniperus, odredenih
FRAP testom i izrazenim u mg ekvivalenata askorbinske kiseline/g suvog ekstrakta,

prikazani su na Histogramu 4.8.
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Histogram 4.8. Redukcioni potencijal ispitanih ekstrakata iglica i §iSarki vrsta Juniperus izraZzen u mg

ekvivalenata askorbinske kiseline/g suvog ekstrakta

U poredenju sa redukcionim potencijalom standardnog antioksidanta BHT (25.32 mg
ekv. askorbinske kis/g), 12 od ukupno 16 ekstrakata pokazalo je od neznatno do sedam puta
veci redukcioni potencijal. Najveci redukcioni potencijal pokazao je metanolni ekstrakt iglica
vrste J. foetidissima (177.7 mg ekv. askorbinske kis/g s. e.), dok je najmanji pokazao ekstrakt

Sisarki vrste J. macrocarpa (3.61 mg ekv. askorbinske kis/g s. e.). Kod svih ispitivanih vrsta
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roda Juniperus, ekstrakt iglica pokazao je statisticki znac¢ajno bolji redukcioni potencijal
(p<0.05) od ekstrakta Sisarki.

Posto se smatra da je antioksidantna aktivnost biljnih ekstrakata u velikoj meri zavisna
od ukupnog sadrzaja fenolnih i flavonoidnih komponenti, prirodnih proizvoda sa velikim
antioksidantnim potencijalom, odreden je njihov ukupni sadrzaj i rezultati su prikazani na

Histogramima 4.9. 1 4.10.
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Histogram 4.9. Sadrzaj ukupnih fenola u ispitivanim ekstraktima iglica i SiSarki vrste Juniperus

izraZzen u mg ekv. galne kiseline/g suvog ekstrakta
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Histogram 4.10. Sadrzaj ukupnih flavonoida u ispitivanim ekstraktima iglica i $iSarki vrste Juniperus

izrazen u mg ekv. kvercetina/g suvog ekstrakta

Najveci sadrzaj ukupnih fenola utvrden je u ekstraktu J. foetidissima/iglice (196.07 mg

ekv. galne kiseline/g s. e.), a najmanji u ekstraktu J. macrocarpa/sisarke (7.17 mg ekv. galne
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kiseline/g s. e.). Sedam ekstrakata iglica pokazalo je statisticki znacajno (p<0.05) veéi sadrzaj
ukupnih flavonoida u poredenju sa ekstraktom SiSarki iste vrste, dok je samo kod oba
ekstrakta J. foetidissima ovaj sadrzaj bio slican. Najveci sadrzaj flavonoida (60.38 mg ekv.
kvercetina/g s. e.) takode je odreden u ekstraktu J. foetidissima/iglice, a najmanji (3.32 mg
ekv. kvercetina/g s. e.) u ekstraktu J. phoenicea/sisarke. Kad se poredi ukupan sadrzaj
flavonoidnih komponenti izmedu ekstrakta iglica i SiSarki, kod Sest vrsta od ispitivanih osam,
ve¢i sadrzaj imaju iglice, sa jasno izrazenim razlikama kod pet vrsta (J. communis, J.
macrocarpa, J. excelsa, J. sibirica i J. oxycedrus).

Uzimaju¢i u obzir dobijene rezultate, primenom regresione analize izracunati su
korelacioni faktori izmedu ukupnog sadrzaja fenola, odnosno flavonoida 1 antioksidantnih
aktivnosti, izrazenih kao reciprone vrednosti izracunatih ICsp, 0sim u sluc¢aju redoks

potencijala gde su koriS¢ene direktne vrednosti (Tabela 4.1.).

Tabela 4.1. Korelacioni faktor (R?) izmedu ukupnog sadrZaja fenola i flavonoida i antioksidantne
aktivnosti

Korelacioni faktor (R?)

Kapacitet ,hvatanja“ radikala Lipidna Redukcioni
DPPH’ HO" 0," NO® peroksidacija potencijal
Ukupni fenoli 0.9278 0.6127 0.9004 0.7017 0.4540 0.9663
Ukupni flavonoidi  0.7343  0.5011 0.6639 0.4472 0.3316 0.7780

Regresiona anliza, primenjena na dobijene rezultate antioksidantne aktivnosti ekstrakata
vrste roda Junieprus pokazuje da postoji visok stepen korelacije sadrzaja ukupni fenola i
sposobnosti ,,hvatanja“ DPPH" i O, radikala, kao i redukcionog potencijala (R?> = 0.9278,
0.9004 i 0.9663), sto ukazuje na to da pri neutralizaciji slobodnih radikalskih vrsta, kada se
ona odvija po mehanizmu transfera elektrona tj. redukcije, fenolna jedinjenja imaju klju¢nu
ulogu. Manje vrednosti ovih faktora (R? = 0.7343, 0.6639 i 0.7917) utvrdene su izmedu
sadrzaja ukupnih flavonoida u ekstraktima i1 navedenih antioksidantnih aktivnosti, §to
ukazuje da sadrzaj flavonoida utice na nivo slobodnoradikalske neutralizacije (redukcije), ali
da nije u direktnoj korelaciji. U pogledu sposobnosti ,hvatanja“ HO" i NO' radikala, utvrdena
je umerena korelacija sa sadrzajem ukupnih fenola (R? = 0.6127 i 0.7017), dok je korelacija
sa sadrzajem ukupnih flavonoida niska (R? = 0.5011 i 0.4472). Dobijeni korelacioni faktori

ukazuju na znacajnu aktivnost fenola u ovim procesima, ali i pokazuju da flavonoidni
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metaboliti nemaju velikog uticaja na neutralizaciju pomenutih radikalskih vrsta, §to moze biti
posledica aktivnosti drugih klasa jedinjenja prisutnih u ovim vrstama, kao i osetljivosti same
metode (uticaj svetlosti, temperature). Takode, nizak stepen korelacije utvrden je izmedu
sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida i potencijala lipidne peroksidacije (R?> = 0.4540 i
0.3316). Pored ve¢ navedenog uticaja drugih klasa jedinjenja, i sama metoda koja se
primenjuje za odredivanje inhibicije lipidne peroksidacije ima nekoliko nedostataka koji
mogu uticati na stepen korelacije. Naime, prisustvo Fe-helatacionih agenasa u ekstraktima
moze da uti¢e na Fentonovu reakciju, a TBA metoda koriS¢ena za detekciju MDA, jednog od
krajnjih proizvoda lipidne peroksidacije, nije specificna ni dovoljno osetljiva za ovaj
proizvod, jer i druga, strukturno sli¢na jedinjenja, uglavnom dialdehidi i ugljeni hidrati, ¢ije
prisustvo je Cesto u biljnim vrstama, takode mogu da reaguju sa TBA.

Ispitivanje antioksidantnog potencijala vrsta roda Juniperus bilo je predmet istrazivanja
mnogih studija ¢iji su podaci iz literature navedeni u Tabeli 2.4, a za samo jednu (J.
macrocarpa) od osam ispitivanih vrsta ne postoje nikakvi navodi o antioksidantnom
potencijalu. Postoje¢e podatke iz literature i rezultate dobijene u prikazanim ispitivanjima
tesko je porediti zbog razli¢itih eksperimentalnih uslova. Medutim, u nasim ispitivanjima,
primenom Sest testova koji se zasnivaju na razli¢itim principima odredivanja antioksidantnog
potencijala i odredivanjem ukupnog sadrzaja flavonoidnih i fenolnih komponenti za Sesnaest
ekstrakata, pri istim eksperimentalnim uslovima dobijeni su rezultati koji se mogu lako
uporediti i na osnovu njih moze se odrediti najpotentniji ekstrakt. Analizom dobijenih
rezultata, uocava se da ekstrakti iglica imaju zna¢ajno bolju aktivnost od odgovarajucih
ekstrakata SiSarki, budu¢i da u vecini testova ekstrakt iglica pokazuje statisticki bolju
aktivnost od SiSarki. U cilju odredivanja najpotentnije vrste kleke izmedu osam ispitivanih iz
roda Juniperus, izvrSeno je rangiranje gde je koris¢en relativni odnos ICsp vrednosti
ispitivanih ekstrakata i utvrden je slede¢i odnos ukupne antioksidantne aktivnosti vrsta, od
najpotentnije: J. foetidissima > J. excelsa > J. sibirica > J. sabina > J. communis > J
oxycedrus > J. macrocarpa > J. phoenicea. U vecini primenjenih testova, najpotentniji
ekstrakti bili su najvise deset puta jaci antioksidantni agensi od najmanje aktivnog ekstrakta,
Sto ukazuje na ociglednu razliku u antioksidantnom potencijalu razli¢itih vrsta. Uporedujuci
rezultate antioksidantnog potencijala ispitivanih ekstrakata sa potencijalom poznatih

antioksidantnih standarda BHA 1 BHT, ekstrakti nisu pokazali znacajnu aktivnost.
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O antioksidantnom potencijalu etarskih ulja iglica i SiSarki ispitivanih vrsta roda
Juniperus ima svega nekoliko navoda u literaturi, sto ukazuje na to da su ovde predstavljeni
rezultati prvi koji ukazuju na nivo antioksidantnog potencijala etarskih ulja kleke. U vecini
primenjenih testova, nije bilo moguée odrediti antioksidantni potencijal etarskih ulja zbog
njihove nepolarne prirode koja smanjuje rastvotljivot u puferskim sistemima. Medutim, bilo
je mogucée odrediti potencijal ,hvatanja® DPPH radikala i stepena inhibicije lipidne
peroksidacije. Rezultati su pokazali da su etarska ulja iglica aktivnija od etarskih ulja
odgavarajuc¢ih SiSarki iste vrste. Takode, relativnim poredenjem rezultata antioksidantne
aktivnosti dobija se slede¢i niz koji pokazuje antioksidantnu aktivnost etarskih ulja
ispitivanih vrsta kleke, od najpotentnije: J. communis > J. excelsa > J. macrocarpa > J.
oxycedrus > J. foetidissima > J. sabina > J. phoenicea. Etarsko ulje $isarki J. sibirica nije
bilo koris¢eno u testovima antioksidantne aktvnosti zbog male koli¢ine koja je dobijena u
procesu izolacije, tako da nije ni uvrs§¢eno u opste rangiranje, ali je etarsko ulje iglica imalo
srednju aktivnost u poredenu sa ostalim etarskim uljima.

Evaluacija bioloskih aktivnosti etatrskih ulja je komplikovana zbog njihovog veoma
kompleksnog i raznolikog sastava. Generalno, terpenske komponente koje poseduju
dvostruke veze i hidroksilne grupe u svojoj strukturi imaju sposobnost za neutralizaciju
slobodnih radikala. Poznato je da najviSi antioksidantni potencijal imaju oksidovani
monoterpeni, timol i karvakrol, i monoterpenski ugljovodonici, terpinolen, a- i y-terpinen i
sabinen (Ruberto i Baratta, 2000; Bozin i sar., 2007). Kako je sabinen prisutan u najveéem
broju ispitivanih etarskih ulja, primenjena je regresiona analiza procenta sabinena u
ispitivanim etarskim uljima i recipro¢ne I1Csq vrednosti dobijene pri DPPH testu i odredivanju
potencijala lipidne peroksidacije. Korelacioni faktor dobijen pri regresionoj analizi je mali
(R? = 0.4540 i 0.3316, redom) i ne pokazuje nikakvu zavisnost izmedu koli¢ine sabinena i
antioksidantne aktivnosti, §to nije neuobicajno, buduc¢i da terpenske komponente prisutne u
etarskim uljima mogu da deluju sinergisticki i samim tim da pokazuju bolju biolosku
aktivnost nego pojedinacne, izolovane komponente.

Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja antioksidantne aktivnosti vrsta Juniperus, ne
moze da se izvede zakljuak o tome da li ekstrakti ili etarska ulja pokazuju bolji opsti
antioksidantni potencijal. Naime, u DPPH testu, etarska ulja bila su neuporedivo losija, ali su

znatno bolju aktivnost pokazala pri inhibiciji lipidne peroksidacije. Jasno izrazena razlika u
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aktivnosti etarskih ulja i ekstrakata je najverovatnije posledica razli¢ite polarnosti njihovih
komponenata, $to je ograni¢ilo moguénosti ispitivanja antioksidantnog potencijala pri
razli¢itim eksperimentalnim uslovima (razli¢ito polarnim reakcionim sistemima), tako da se
dobijeni rezultati ne mogu sa sigurno$c¢u Koristiti za opste poredenje ukupne antioksidantne
aktivnosti etarskih ulja i ekstrakata.

Uopsteno, podataka o antioksidantnom potencijalu ekstrakata iglica i $iSarki vrsta roda
Junieprus ima dosta, dok za etarska ulja postoji samo nekoliko. Dobijeni rezultati pokazuju
da su sve ispitane vrste potentni antioksidantni agensi, odnosno da mogu da utiu na
sprecavanje slobodnoradikalskih procesa zasnovanih na transferu elektrona, neutralizaciji
slobodnoradikalskih vrsta ili da inhibiraju lipidnu peroksidaciju. Po visokom stepenu
antioksidantnog potencijala izdvajaju se vrste J. foetidissima i J. excelsa, dok su najcesce
primenjivanje vrste u tradicionalnoj medicini i kulinarstvu J. communis i J oxycedrus,
pokazale iznenadujuce loSiju aktivnost. Predstavljeni rezultati ukazuju na to da postoji
izvestan stepen korelacije izmedu sadrzaja fenola, odnosno flavonoida u ispitanim
ekstraktima i navedenih antioksidantnih aktivnosti i da je antioksidantni potencijal etarskih
ulja najverovatnije posledica sinergistickog delovanja njegovih komponenti. Takode,
dobijeni rezultati potvrduju da su ispitane vrste roda Juniperus potencijalni izvor prirodnih

proizvoda, fenolnih i terpenoidnih, koji mogu biti potentni antioksidantni agensi.

4.3. Antiinflamatorni potencijal

4.3.1. Optimizacija LC-MS/MS parametara za praéenje PGE, i TXB,

U cilju odredivanja antiinflamatornog potencijala ekstrakata i etarskih ulja iglica i $isarki
vrsta roda Juniperus primenjena je modifikovana metoda, ¢ija optimizacija i validacija su
detaljno opisane u doktorskoj disertaciji docenta dr Ivane Beare (2010). U pomenutoj metodi,
visoko osetljiva i specificna LC-MS/MS tehnika primenjena je u cilju pracenja nivoa
produkcije dva medijatora inflamacije 12-HHT i 12-HETE, kao pokazatelja aktivnosti dva
enzima metabolizma arahidonske kiseline COX-1 i 12-LOX u humanim trombocitima. U
okviru ove doktorske disertacije, postojeCa metoda proSirena je na pracenje jo$ dva

medijatora inflamacija: TXB, i PGE..
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Eksperimentalni uslovi, koji su koris¢eni pri odredivanju antiinflamatornog potencijala,
opisani su u Poglavlju 3.5. Svi eksperimentalni uslovi su isti kao i kod metode opisane u
doktorskoj disertaciji docenta dr Ivane Beare (2010), sem optimizovanih uslova za detekciju
TXB; i PGE; pomo¢u LC-MS/MS tehnike, koji su opisani u ovom radu.

TXB; i PGE; su kvantifikovana u MRM modu, koji je idealan za kvantitaciju, jer ¢e
signal dati samo jedinjenja zeljene molekulske mase, koja fragmentacijom daju proizvode
definisane molekulske mase, ¢ime se postize visoka selektivnost i vrlo nizak Sum. MRM mod
podrazumeva izolaciju Zeljenog prekursora na prvom kvadrupolu (QIl), kolizijom
indukovanu disocijaciju (CID) u kolizionoj ¢eliji (Q2) i izolaciju zeljenog produkta na tre¢em
kvadrupolu (Q3) QgQ MS-MS instrumenta. Definisanje odgovarajuée MRM metode
obuhvatalo je optimizaciju napona fragmentora, izbor fragmenata i optimizaciju CID.

Optimizacija napona fragmentora podrazumevala je takav izbor napona fragmentora
(napon izmedu kapilare 1 skimera), koji obezbeduje potpunu desolvataciju jona, a ne rezultira
fragmentacijom [M-H]. Miks standarda TXB, i PGE;, analiziran je u MS2SIM modu
(praceni su samo [M-H]" joni) uz napone od 90-180 V (uz inkremente od 10 V) i odredene su

povrsine pikova TXB; i PGE,. Zavisnost povrSine (A) od napona prikazana je na Slici 4.1.
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Slika 4.1. Optimizacija napona fragmentora
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Kao optimalna vrednost zadrzan je napon od 120 V, kori$¢en i za odredivanje PGB;, 12-
HETE 1 12-HHT, koji daje neznatno slabiji signal nego na 150 V, ali stabilan u §irom
naponskom opsegul.

Izbor fragmenata obuhvatao je snimanje miksa standarda TXB, i PGE, u Product lon
Scan modu, koji podrazumeva izolaciju Zeljenog prekursora na Q1, kolizijom indukovanu
disocijaciju u Q2 i skeniranje nastalih fragmenata na Q3. Koris¢ene su kolizione energije 0,
10, 201 30 V. Dobijeni spektri prikazani su na Slikama 4.2. 1 4.3.

x10 4 |-ESI Product lon:1 (0.159-0.173 min, 4 scans) Frag=120.0V (369.0 -> **) fra...

[N
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169.1
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289.807.825.2 363-1
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1.5 169.0
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195.1
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5,
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Slika 4.2. CID spektri [M-H] jona TXB; pri kolizionim energijama 0, 10, 20i 30 V
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Slika 4.3. CID spektri [M-H-2H,0-CO;] jona PGE, pri kolizionim energijama od 0, 10, 20, 30 V
Iz spektara se vidi da je fragmentacija TXB; jednostavna, sa samo dva intenzivna jona-

produkta, m/z = 195 i 169. Kao jon za kvantitaciju odabran je produkt m/z = 169, koji daje
znatno intenzivniji signal (Slika 4.2.). Spektar PGE; je sloZeniji, sa 4 intenzivna fragmenta i
nizom minornih. Dva intenzivna fragmenta sa visokim m/z (333 i 315) odbacena su, jer
poticu od gubitka jednog 1 dva molekula vode iz jona prekursora, Sto je reakcija niske
specifiénosti. Kao target jon odabran je jon m/z = 271 [M-H-2H,0-CO;]", koji daje
intenzivniji signal od alternativnog jona m/z = 189 (Slika 4.3.).

Optimizacija kolizijom indukovane disocijacije (collision induced dissociation, CID)
obuhvatala je definisanje takvog napona kolizione ¢elije, koji obezbeduje maksimalan prinos
target jona. Miks standarda TXB; i PGE; analiziran je u MRM modu, pri ¢emu je napon
variran u opsegu 5-30 V u inkrementima od 5 V (2 V u okolini maksimuma signala).
Optimalan napon (15 V za oba jedinjenja) odreden je graficki, kao vrednost koja daje najveéi

odziv (povrsinu pika, A) - Slika 4.4.
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Slika 4.4. Optimizacija napona kolizione ¢elije
Tipi¢an hromatogram radne probe, koja sadrzi Cetiri pracena metabolita metabolizma

arahidonske kiseline (TXB,, PGE,, 12-HHT i 12-HETE) i interni standard PGB.,

predstavljen je na Slici 4.5.
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Slika 4.5. Hromatogram radne probe sa ekstraktom koncentracije 300 mg/mL; retenciono vreme: 0.23
TXB,, 0.24 PGE,, 0.31 min PGB,, 0.62 min 12-HHT, 0.96 min 12-HETE

Kao poslednji korak evaluacije performansi metode, odredeno je nekoliko parametara.
Standardne kalibracione krive (standard calibration curves, SC) u metanolu i kalibracione
krive matriksa (matrix-matched calibration curve, MMC) u kojima je neaktiviranim
trombocitima (matriks) dodat rastvor standarda, uradene su u rasponu koncentracija 28.1—
1125.0 ng/mL (TXB;) i 4.50-180.0 ng/mL (PGE,). Linearna regresija bez tezinskih
koeficijenata je odabrana za sve A/Ainst = f(Canat) krive, jer obezbeduje najbolju distribuciju
greSaka na krivi reziduala. Regresione jednacine i korelacioni faktori bili su sledeéi: za
TXB2/SCy = 0.01170x — 0.17220 (R* = 0.995), za TXB2/MMC y = 0.00593x — 0.04310 (R? =
0.995), za PGE,/SC y = 0.00310x — 0.00892 (R? = 0.997) i za PGE,/MMC y = 0.00184x —
0.00323 (R? = 0.996). Uticaj matriksa izra¢unat je kao odnos smanjenje/poveéanje signala
(signal suppression/enhancement, SSE), odnosno odnos nagiba MMC i SC i iznosio je 51%

za TXB; 1 168% za PGE;. Posto nije bilo moguce odrediti odnos signal-Sum (zbog odsustva
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Suma bazne linije), za limit kvantitacije (limit of quantitation, LoQ) uzeta je koncentracija
najrazblazenijeg standarda za koga je vizuelno ocenjeno da se povrSina moze pouzdano
odrediti, $to je iznosilo 28 ng/mL za TXB; i 45 ng/mL za PGE;, odnosno 0.22 i 0.14 ng
standarda injektovanih na kolonu. Preciznost metode izratunata je kao srednja vrednost
varijanse 1Cso vrednosti dobijenih pri analizi aktivnosti Sesnaest ekstrakata i petnaest etarskih
ulja kleke (za svaki uzorak konstruisane su tri krive sa Sest tacaka i odredene su ICsp

vrednosti) i iznosi 1.4% za TXB; i 1.59% za PGE..

4.3.2. Odredivanje antiinflamatornog potencijala

U cilju odredivanja antiinflamatornog potencijala ekstrakata i etarskih ulja iglica 1 SiSarki
osam vrsta roda Juniperus i standardnih jedinjenja aspirina (acetilsalicilna kiselina) i
kvercetina, primenjena je modifikovana, prethodno opisana (Beara, 2010) ex vivo metoda,
zasnovana na  pracenju potencijala inhibicije enzima ciklooksigenaznog (COX-1) i
lipooksigenaznog (12-LOX) puta metabolizma arahidonske kiseline. Kao intaktni Celijski
sistem, odnosno izvor COX-1 i 12-LOX enzima, koriS¢en je preparat humanih trombocita,
inflamacija je izazivana sukcesivnim dodatkom dvovalentne kalcijumove jonofore A23184
(kalcimicin) i kalcijum-hlorida, a produkcija metabolita pracena je primenom LC-MS/MS
tehnike. Antiinflamatorna aktivnost ekstrakata i etarskih ulja odredena je u smislu potencijala
inhibicije produkcije tri proizvoda ciklooksigenaznog puta (12-HHT, TXB, i PGE,) i jednog
proizvoda lipooksigenaznog puta (12-HETE) metabolizma arahidonske Kiseline. Stepen
inhibicije odreden je na osnovu odnosa povrsine pikova metabolita i internog standarda, a
rezultati su prikazani u Poglavlju 8.3. (Tabele 8.48.-8.78.). Standardi i veéina ekstrakata i
etarskih ulja iglica i SiSarki pokazali su koncentraciono zavisni stepen inhibicije produkcije
Cetiri metabolita koji su praceni, a odgovarajuci grafici prikazani su u Poglavlju 8.3. (Grafici
8.43.-8.73.).

ICso vrednosti inhibicije produkcije 12-HHT koje su postignute pri dejstvu ispitanih

ekstrakata, etarskih ulja i standardnih inhibitora prikazane su na Histogramima 4.11. i 4.12.
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Histogram 4.11. Potencijal inhibicije produkcije 12-HHT metabolita standarda i ekstrakata iglica i

SiSarki i vrste roda Juniperus

Metanolni ekstrakti iglica i SiSarki ispitivanih vrsta roda Juniperus pokazali su slab
potencijal inhibicije produkcije 12-HHT metabolita, sa odredenim ICsp vrednostima od 1.13
do 6.32 mg/mL, gde je ekstrakt J. foetidissima/iglice pokazao najbolju, a ekstrakt J.
sibirica/iglice najlo$iju aktivnost. Od ispitivanih Sesnaest, za osam ekstrakata nije odredena
ICso vrednost pri ispitivanim koncentracijama, niti su ekstrakti pokazali koncentracionu
zavisnost, osim ekstrakta J. sibirica/Sisarke, koji ispoljava koncentracionu zavisnost i pro-
inflamatorno dejstvo pri manjim koncentracijama (Grafik 8.44.).
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Histogram 4.12. Potencijal inhibicije produkcije 12-HHT metabolita standarda i etarskih ulja iglica i $isarki i

vrste roda Juniperus
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Za ispitivana etarska ulja vrsta roda Juniperus, 50% inhibicije produkcije 12-HHT
metabolita postignuto je pri koncentracijama od 45.32 (J. foetidissima/iglice) do 490.94
nL/mL (J. excelsa/Sisarke), a samo dva etarska ulja nisu postigla ICso vrednost, niti su
pokazala doznu zavisnost u ispitivanom opsegu koncentracija (J. macrocarpa/iglice i J.
sabina/sisarke).

Pri poredenju rezultata aktivnosti ispitivanih ekstrakata i standarda sa etarskim uljima,
vazno je imati u vidu da masena koncentracija ekstrakata i standarda izrazena u mg/mL ili
ug/mL odgovara zapreminskoj koncentraciji etarskog ulja izrazenoj u ulL/mL, odnosno
nL/mL. Tako da, pri poredenju ICsy vrednosti ekstrakata i etarskih ulja sa standardnim
jedinjenjima aspirinom (ICsp = 0.00498 mg/mL) i kvercetinom (ICsp = 0.02245 mg/mL),
moze da se zakljuci da etarska ulja pokazuju izuzetan inhibitorni potencijal pri produkciji
medijatora inflamacije 12-HHT, s obzirom na to da su aktivnosti etarskih ulja i standarda
istog reda veliine. Sa druge strane, ekstrakati su pokazali znatno slabiji potencijal inhibicije
produkcije ovog metabolita.

Na Histogramima 4.13. i 4.14. prikazane su ICsq vrednosti inhibicije produkcije TXB;

metabolita za ispitivane ekstrakte, etarska ulja i standardne supstance.
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Histogram 4.13. Potencijal inhibicije produkcije TXB, metabolita standarda i ekstrakata iglica i SiSarki i

vrste roda Juniperus
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Histogram 4.14. Potencijal inhibicije produkcije TXB, metabolita standarda i etarskih ulja iglica i $iSarki i

vrste roda Juniperus

Pri inhibiciji produkcije TXB, metabolita, 1Csy vrednosti postignute su za samo 5
ekstrakata, a iznosile su od 0.93 (J. foetidissima/iglice) do 11.08 mg/mL (J. sabina/iglice).
Ovakav rezultat ukazuje na slab potencijal ekstrakata kleke da inhibiraju sintezu TXB..
Ekstrakt SiSarki vrste J. oxycedrus pokazuje koncentracionu zavisnost pri inhibiciji
produkcije TXB,, ali ima pro-inflamatorno dejstvo, budu¢i da se sa povecanjem
koncentracije ekstrakta, povecava i koncentracija TXB, u trombocitima (Grafik 8.52.).
Ekstrakt SiSarki J. macrocarpa pokazuje koncentracionu zavisnost u odnosu na stepen
produkcije TXB,, s tim da pri manjim koncentracijama ima pro-inflamatorno dejstvo, a sa
povecanjem koncentracije ekstrakta, produkcija TXB, se smanjuje, ali bez postizanja ICs
vrednosti u ispitivanom opsegu koncentracija (Grafik 8.51.).

Etarska ulja pokazala su bolji potencijal inhibicije produkcije TXB, metabolita, u odnosu
na ekstrakte. Odredena ICsq iznosila je od 52.7 (J. foetidissima/iglice) do 408.58 nL/mL (J.
excelsa/sisarke) i nije postignuta pri dejstvu samo dva etarska ulja (J. macrocarpa/iglice i J.
sabina/sisarke). Rezultati koji su dobijeni za etarska ulja su istog reda veli¢ine kao i rezultati
za standardna jedinjenja aspirina (4.98 pg/mL) 1 kvercetina (53.69 pg/mL), s tim da je ICs
izmerena za etarsko ulje J. foetidissima/iglice manja nego 1Csy kvercetina. Ovaj rezultat
ukazuje na izuzetnu aktivnost etarskog ulja prema inhibiciji produkcije TXB,, budu¢i da je

etarsko ulje smeSa velikog broja terpenskih jedinjenja, od kojih su samo neki nosioci
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aktivnosti, dok standard predstavlja izolovana supstanca. Etarsko ulje $iSarki J. oxycedrus
ispoljava koncentraciono zavisnu inhibiciju produkcije TXB;, s tim da ispoljava pro-
inflamatorno dejstvo pri manjim koncentracijama. Sa povecanjem koncentracije ovog
etarskog ulja, koncentracija posmatranog medijatora inflamacije TXB; se smanjuje i dostize

ICso vrednost pri koncentraciji od 86.54 nL/mL.

ICso vrednosti inhibicije produkcije PGE; ispitanih ekstrakata, etarskih ulja i standardnih
inhibitora prikazane su na Histogramima 4.15. i 4.16.
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Histogram 4.15. Potencijal inhibicije produkcije PGE, metabolita standarda i ekstrakata iglica i

SiSarki i vrste roda Juniperus
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Histogram 4.16. Potencijal inhibicije produkcije PGE, metabolita standarda i etarskih ulja iglica i SiSarki i

vrste roda Juniperus
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Kao i kod predhodno prikazanih rezultata za proizvode ciklooksigenaznog puta
metabolizma arahidonske kiseline (12-HHT i TXB;) i kod rezultata vezanih za PGE,,
ekstrakti ispoljavaju slabu, a etarska ulja snaznu aktivnosti pri inhibiciji produkcije ovog
metabolita. 1Cso postignuta je pri dejstvu samo dva od ispitivanih Sesnaest ekstrakata (1Cso =
2.76 mg/mL J. communis/iglice; 1Cso = 4.16 mg/mL J. sibirica/iglice). Ekstrakt $isarki vrste
J. macrocarpa ispoljava snaznu pro-inflamatornu aktivnost, buduéi da se koncentracija PGE;
u trombocitima povecava sa povecanjem koncentracije ekstrakta (Grafik 8.59.). Ostali
ekstrakti nisu pokazali doznu zavisnost prema inhibiciji produkcije PGE; metabolita.

Trinaest od ispitivanih petnaest etarskih ulja pokazuje koncentraciono zavisnu ihibiciju
produkcije PGE;, gde su odredene ICsy vrednosti bile izmedu 71.84 nL/mL (J.
foetidissima/iglice) i 529.90 nL/mL (J. macrocarpa/sisarke). Etarsko ulje Sisarki J. oxycedrus
pri nizim ispitivanim koncentracijama ispoljava pro-inflamatorno dejstvo (Grafik 8.36.).
Porede¢i dobijene rezultate sa rezultatima ispitivanih standardnih supstanci (ICso = 5.58
pg/mL aspirin; 1Cso = 12.75 pg/mL kvercetin), etarska ulja imaju umerenu aktivnost.

Na Histogramima 4.17. i 4.18. prikazane su 1Cs vrednosti inhibicije produkcije 12-HETE

metabolita za ispitivane ekstrakte, etarska ulja i standardne supstance.
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Histogram 4.17. Potencijal inhibicije produkcije 12-HETE metabolita standarda i ekstrakata iglica i

SiSarki i vrste roda Juniperus
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Histogram 4.18. Potencijal inhibicije produkcije 12-HETE metabolita standarda i etarskih ulja iglica i

SiSarki i vrste roda Juniperus

Odredene ICsy vrednost potencijala inhibicije produkcije 12-HETE metabolita, kao
pokazatelja aktivnosti 12-LOX, ispitivanih ekstrakata kleke iznosile su od 1.41 (J.
excelsa/sisarke) do 11.04 mg/mL (J. communis/SiSarke). Ovakav rezultat ukazuje na slabu
aktivnost ekstrakata kleke pri inhibiciji 12-LOX enzima.

Etarska ulja pokazala su bolji potencijal inhibicije produkcije 12-HETE metabolita, u
odnosu na ekstrakte. Odredene 1Csp vrednosti iznosile su od 57.06 (J. phoenicea/iglice) do
467.54 nL/mL (J. excelsa/sisarke). ICsq vrednost nije postignuta pri dejstvu tri etarska ulja (J.
macrocarpa/iglice, J. oxycedrus/siSarke i J. sabina/Sisarke). Dobijeni rezultati za etarska ulja
su istog reda veliCine kao i rezultat za standardno jedinjenje kvercetin (7.44 ng/mL), koji
potvrduju dobar potencijal etarskih ulja i terpenoidnih jedinjenja u inhibiciji 12-LOX.

Poznato je da su fenolna jedinjenja nosioci mnogih bioloskih aktivnosti. U cilju
utvrdivanja doprinosa fenolnih jedinjenja antiinflamatornom potencijalu ispitivanom u ovom
radu, primenjenja je regresiona analiza. Primenom regresione analize izracunati su
korelacioni faktori izmedu ukupnog sadrzaja fenola, odnosno flavonoida i sposobnosti
ispitivanih ekstrakata (izrazene kao recipro¢ne vrednosti izraunatih 1Csp), kod kojih je

postignuta 1Cso vrednost, da inhibiraju produkciju ispitivanih metabolita. (Tabela 4.2.)
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Tabela 4.2. Korelacioni faktor (R?) izmedu ukupnog sadrzaja fenola i flavonoida i kapaciteta
inhibicije produkcije 12-HHT, TXB, i 12-HETE

Korelacioni faktor (R%)

Kapacitet inhibicije produkcije metabolita

12-HHT TXB, 12-HETE
Ukupnifenoli ~ 0.6823 06659  0.6145
Ukupni flavonoidi 0.6602 0.8460 0.7160

Dobijeni faktori korelacije izmedu ukupnog sadrzaja fenola i flavonoida i potencijala
inhibicije ispitivanih metabolita, ukazuju na umereni uticaj ove grupe jedninjenja pri
inhibiciji produkcije 12-HHT, TXB; i 12-HETE u ispitivanim ekstraktima. Odredeni faktori
pokazuju da i druge grupe jedinjenja, pored fenola i flavonoida, doprinose antiinflamatornoj
aktivnosti ekstrakata. U odredivanju korelacionih faktora, nisu uzeti u obzir ekstrakti kod
kojih 1Csy vrednost nije postignuta. Medutim, ekstrakti kod kojih je to slucaj, imaju nizak
sadrzaj ukupnih fenola 1 flavonoida, tako da odredeni korelacioni faktori prikazuju realan
nivo uticaja ovih jedinjenja na nivo produkcije ispitivanin metabolita. Korelacioni faktori za
PGE; nisu uzeti u obzir, zato $to je potencijal inhibicije ovog metabolita odreden samo za
dva ispitivana ekstrakta.

Odredivanjem potencijala inhibicije produkcije tri metabolita (12-HHT, TXB, i PGE,)
ciklooksigenaznog puta metabolizma arahidonske Kkiseline, dobija se kompletnija slika
mehanizma delovanja ispitivanih ekstrakata i etarskih ulja vrsta roda Juniperus na pomenuti
metabolicki put. U Poglavlju 2.3.2. detaljno je opisan mehanizam nastajanja ispitivanih
produkata. Dejstvo tromboksan sintaze na PGH, vodi ka nastajanju primarnog proizvoda
TXA:,, koje obuhvata: homoliticko raskidanje endoperoksidne veze PGH, katalizovano Fe(ll)
jonom, nastajanje alkoksi radikala, jonsko premestanje, oksidaciju do karbokatjona i
eliminaciju protona, nakon ¢ega TXA, podleZe neenzimskoj degradaciji i nastaje stabilan
metabolit TXB,. Medutim, ako se elektronski transfer odigrava sporo, onda dolazi i do
fragmentacije, odnosno nastajanja malondialdehida i metabolita 12-HHT (Slika 2.17.; Hecker
i Ullrich, 1989; Marks i Furstenberg, 1999). Kao §to je prikazano u procesu sinteze TXB; i
12-HHT, neenzimske transformacije ukljucuju nastajanje radikalskih vrsta. Imajuc¢i u vidu da
je antioksidantni potencijal ispitivanih uzoraka kleke dobar, kako je prikazan u ovom radu,
postoji velika mogucost da ispitivani biljni preparati deluju na inhibiciju sinteze TXB; i 12-

HHT upravo preko neutralizacije radikalskih vrsta uklju¢enih u ovaj process. Naime, kod
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najveéeg broja ispitivanih uzoraka, gde je ICsg vrednost za inhibiciju produkcije 12-HHT i
TXB; slicna, moze se smatrati da ispitivani ekstrakti i etarska ulja deluju na prvu fazu
aktivnosti tromboksan sintaze i tako inhibiraju nastanak oba proizvoda podjednako.
Medutim, ako 12-HHT nastaje u vecoj koli¢ini, odnosno ako je ICsy za ovaj proizvod veca,
onda ispitivan ekstrakt ili etarsko ulje najverovatnije deluje u fazi oksidacije i premestanja i
obrnuto.

Znacajni antiinflamatorni potencijal etarskih ulja i ekstrakata vrsta roda Juniperus utvrdili
su i drugi autori (Tabela 2.5.). U nekim od dostupnih radova, antiinflamatorni potencijal
odreden je zastarelim in vivo testovima na eksperimentalnim zivotinjama, koji ne pruZaju
potpunu sliku o mehanizmu delovanja ispitivanih supstrata. Ostali dostupni radovi ukazuju
na dobar potencijal inhibicije kleke u produkeiji drugih medijatora inflamacije, kao Sto su:
TNF-a, IL-1, IL-6, IL-10 i Nf-xB. Svega dva nauc¢na rada potvrduju potencijal vrsta kleke u
inhibiciji metabolizma arahidonske kiseline i to za ekstrakt $iSarki J. communis (Tunon i sar.,
1995; Schneider 1 sar., 2004). Rezultati dobijeni u ovoj doktorskoj tezi potvrduju dobar
antiinflamatorni potencijal ispitivanih vrsta kleke i pre svega, daju detaljniju sliku o
mehanizmu delovanja ispitivane biljne vrste na medijatore inflamacije koji su produkti
metabolizma arahidonske kiseline.

Porede¢i rezultate izmedu ekstrakata i etarskih ulja moze se zakljuciti da etarska ulja
kleke ispoljavaju visestruko jac¢i potencijal inhibicije produkcije ispitivanih metabolita
arahidonske kiseline. Velika razlika u aktivnosti najverovatnije potic¢e od razli¢ite aktivnosti i
prirode jedinjenja koja su prisutna u ekstraktima i etarskim uljima. Dobijeni rezultati ukazuju
da terpenoidna jedinjenja ispoljavaju znacCajan potencijal inhibicije nastajanja produkata
metabolizma arahidonske Kiseline, za razliku od fenolnih jedninjenja, koja u ispitivanim
uslovima pokazuju znatno manju aktivnost. Takode, razlika u aktivnosti moze da poti¢e i od
razlike u polarnosti ispitivanih supstrata. Naime, nepolarna priroda ispitivanih metabolita
moze znatno da uti¢e na to da je primenjena metoda osetljivija za nepolarne supstrate, kakva
su etarska ulja. U pogledu antiinflamatorne aktivnosti ispitanih ekstrakata kleke, ukupna
aktivnost je opadala u sledecem nizu: J. foetidissima > J. sabina > J. excelsa > J. communis
> J. sibirica > J. macrocarpa > J. oxycedrus > J. phoenicea. Porede¢i dobijene rezultate u

pogledu antiinflamatorne aktivnosti etarskih ulja, vrste su rangirane od najpotentnije: J.
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sabina > J. phoenicea > J. oxycedrus > J. foetidissima > J. communis > J. excelsa > J.
sibirica > J. macrocarpa

U poredenju aktivnosti izmedu iglica 1 Sisarki iste vrste, ne moze se zakljuciti koji deo
biljke pokazuje bolju aktivnost pri inhibiciji produkcije ispitivanin metabolita (12-HHT,
TXB,, PGE; i 12-HETE), budu¢i da nije bilo moguée izvesti bilo kakvu zakonitost u
razlikama aktivnosti ova dva dela biljke.

Zanimljivo je da ekstrakti Sisarki J. oxycedrus i J. macrocarpa ispoljavaju snazno pro-
inflamatorno delovanje, gde se sa povefanjam koncentracije ekstrakata povecava
koncentracija TXB,, odnosno PGE, metabolita. Analizom rezultata fenolnog sastava
ekstrakata koji su predstavljeni u ovom radu, ne moze se zakljuciti koja fenolna komponenta
je odgovorna za specificno delovanje ovih ekstrakata, budu¢i da se posebno ne izdvaja
sadrzaj ni jednog fenolnog jedinjenja. Da bi se zakljucilo koji prirodni proizvodi Su nosioci
ovako specifi¢ne aktivnosti, potrebno je sprovesti detaljniju hemijsku analizu. Takode, kako
pro-inflamatorno dejstvo nije pozeljno, treba razmotriti i bezbednost ovih biljnih preparata.

Uopsteno, prikazani rezultati antiinflamatornog potencijala ekstrakata i etarskih ulja osam
vrsta kleke su od velikog znacaja, s obzirom na to da po prvi put pokazuju antiinflamatorni
potencijal vecine vrsta u pogledu inhibicije metabolizma arahidonske kiseline. Takode,
metoda prikazana u ovom radu je modifikovana i proSirena metoda, koja omoguéuje
specificno pracenje koncentracije ispitivanih metabolita i daje detaljniju sliku o mehanizmu
nastajanja eikozanoida. Dalja istrazivanja su neophodna radi identifikacije jedinjenja koja su
nosioci znacajnog antiinflamatornog potencijala kod ispitivanih vrsta, posebno u smislu
odredivanja aktivnih terpenoindih jedinjenja, a u cilju njihove potencijalne primene kao

antiinflamatornih, odnosno lekovitih agenasa.

4.4. Antimikrobni potencijal

Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti 14 odabranih etarskih ulja vrsta roda
Juniperus na Sest bakterijskih vrsta (Gram pozitivne: S. aureus i C. perfringens; Gram
negativne: A. baumannii, E. coli, S. enteritidis i P. aeruginosa), koja su izvedena primenom
disk difuzione metode i odredivanjem minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) agar

dilucionom metodom, prikazani su u Poglavlju 8.4. u Tabelama 8.79. i 8.80.
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Gram pozitivna bakterija S. aureus pokazala je osetljivost na etarska ulja iglica i $iSarki
svih ispitivanih vrsta roda Juniperus u opsegu ispitanih koncentracija u oba primenjena testa.
Zone inhibicije rasta S. aureus od strane etarskih ulja, odredene disk difuzionom metodom,
kretale su se od 12.3 do 23.3 mm. Stepen osetljivosti ove bakterije na etarska ulja razli¢itih
vrsta, odreden dilucionom metodom, bio je slican (MIC = 4-8 pL/mL), osim kada su u
pitanju ulja J. macrocarpa/sisarke i J. sibirica/iglice, za koja su dobijene nesto vise vrednosti
(MIC = 16 pL/mL). Neophodno je naglasiti da je pri diskusiji efikasnosti etarskih ulja, na
osnovu dostupnih literaturinih podataka i vrednosti MIC-ja dobijenih u ovoj doktorskoj tezi,
koris¢en navedeni kriterijum: MIC < 1 pL/mL dobar efekat, 1 uL/mL < MIC < 10 pL/mL
umeren efekat, 10 pL/mL < MIC < 16 pL/mL slab efekat, MIC > 16 pL/mL bez efekta.
Osetljivost bakterije S. aureus na etarska ulja predstavnika roda Juniperus detektovali su i
drugi autori. Tako su ulja iglica vrste J. excelsa sa podrucija Turske i Sisarki J. communis sa
podrucija Poljske pokazala znacajan efekat na ovu bakteriju (MIC =9 mg/mL i 1.2 pL/mL)
(Filipowitcz i sar., 2003; Unlu i sar., 2008). Sli¢no tome, etarsko ulje J. oxycedrus/iglice
(MIC = 225 pg/mL) sa Sardinije bilo je veoma efikasno, dok za ulje J. communis
iglice/Sisarke nije postignuta MIC-ja (MIC > 900 ug/mL) (Angioni i sar., 2003). Prikazani
rezultati, ukazuju na umeren antimikrobni efekat ispitivanih etarskih ulja na S. aureus, sto je
u skladu sa rezultatima drugih autora. Ispoljena aktivnost je znacajna za opS$tu karakterizaciju
bioloskih aktivnosti ispitanih vrsta roda Juniperus, imaju¢i u vidu da S. aureus uzrokuje
razli¢ite infekcije: koze 1 mekih tkiva, zglobova i kostiju, urinarnog trakta, respiratornog
trakta, uha, endokarditis, abscese na jetri i slezini, kao i oboljenja koja su rezultat produkcije
toksina: toksi¢ni Sok-sindrom, toksoinfekcije hranom usled ingestije bakterije i njenog
termostabilnog enterotoksina i sl. Pored toga, ova bakterija pokazuje visok stepen rezistencije
na antibiotike, prvenstveno na beta laktame i makrolide koji se najéesce Kkoriste u terapiji
infekcija ¢iji su etioloski faktor Gram pozitivne koke (Brenner i sar., 2005; Pitt i Simpson,
2006). Znacaj dobijenih rezultata je jo§ veci kada se uzme u obzir i to da je kao test
organizam u ovom istrazivanju koriS¢en referentni soj vrste S. aureus, koji produkuje -
laktamaze, tj. soj koji je rezistentan na beta laktamske antibiotike.

C. perfringens je Gram pozitivni §tapi¢ koji, za razliku od drugih bakterija ispitivanih u
ovom radu, ima moguénost stvaranja veoma otpornih endospora. Ova bakterija naseljava

zemljiSte, a prodire u organizam preko rana uzrokujué¢i nekrozu tkiva. Pored toga, uzro¢nik je
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teskih trovanja hranom, koja za posledicu imaju nekroticni enteritis i drugih oboljenja
prvenstveno gastrointestinalnog trakta (Brenner i sar., 2005; Pitt i Simpson, 2006). Zone
inhibicije rasta C. perfringens za etarska ulja dobijene disk difuzionom metodom kretale su
se od 10.3 do 32.0 mm. Odredene minimalne inhibitorne koncentracija za soj C. perfringen
iznosile su od 2 do 16 pL/mL, pri ¢emu je najniza MIC vrednost za ovu bakteriju utvrdena za
etarsko ulje J. macrocarpa/iglice (MIC = 2 plL/mL), a to je ujedno najmanja MIC
detektovana u ovom radu. Osetljivosti C. perfringens na etarska ulja predstavnika roda
Juniperus utvrdili su i drugi autori. Tako su Unlu i saradnici (2008) odredili da je MIC za
ovu bakteriju, kada je u pitanju etarsko ulje iglica vrste J. excelsa sa podruéja Turske, koji je
iznosio 2.25 mg/mL.

Zanimljivo je primetiti i to da su etarska ulja §iSarki svih vrsta, ¢ija su etarska ulja iglica i
SiSarki ispitivana paralelno, u istoj ili CeS¢e vecoj koncentraciji inhibirala rast Gram
pozitivnih bakterija. Za razliku od rezultata dobijenih u ovom radu, Stassi i saradnici (1996)
su ispitujuci etarska ulja razli¢itih vrsta kleke: J. drupacea Labill., J. oxycedrus L. subsp.
macrocarpa (Sm.) Ball, J. oxycedrus L. subsp. oxycedrus i J. phoenicea L., utrvdili da
etarska ulja SiSarki pokazuju bolji efekat na ispitivane sojeve bakterija, pri ¢emu je ulje J.
oxycedrus L. subsp. oxycedrus bilo najefikasnije. Ove i druge razlike u rezultatima, kada su u
pitanju etarska ulja istih vrsta roda Juniperus, koji su dobijeni u ovoj tezi u odnosu na
rezultate drugih autora, kao i prilikom medusobnog poredenja rezultata drugih autora, mogu
se objasniti razlikama u geografskom poreklu biljke, razli¢itom vegetacionom periodu u kom
je biljni materijal sakupljen, starosti biljaka, metodama izolacije etarskih ulja kao i metodama
ispitivanja antimikrobne aktivnosti.

Zanimljivo je primetiti i to da je disk difuzionim metodom utvrdena bolja osetljivost C.
perfringens na ispitivana ulja u odnosu na S. aureus, dok su rezultati odredivanja MIC agar
dilucionom metodom pokazali obrnuto. lako ovaj fenomen nije neuobiCajen, razlika u
rezultatima moze Se pripisati nedostatku metode koristene za odredivanje MIC. Naime, rast
nekoliko pojedinacnih kolonija na mestu inokulacije uzima se kao odsustvo rasta, s obzirom
na pocetnu brojnost bakterijskih ¢elija u inokulumu. Posto C. perfringens, za razliku od vrste
S. aureus, stvara nesSto krupnije kolonije, razlikovanje konfluentnog rasta na mestu
inokulacije kapi suspenzije i rasta pojedina¢nih kolonija nije uvek moguée. Zbog toga su i

vrednosti MIC-ja verovatno vece za ovu bakteriju u poredenju na S. aureus. Pored toga §to
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agar diluciona metoda ima kao glavni nedostatak troSenje velike koli¢ine ulja koje se testira,
ova subjektivna procena odsustva rasta takode joj se moze pripisati kao vazan nedostatak.

Najosetljivija medu ispitivanim Gram negativnim bakterijama bila je vrsta A. baumannii.
Za vec¢inu etarskih ulja, u okviru ispitivanih koncentracija, odredena je zona inhibicije koja je
iznosila od 8.0 do 16.3 mm. U poredenju sa antibiotikom amikacinom, ¢ija je zona inhibicije
prema A. baumannii 21.3 mm, etarska ulja pokazuju umerenu antimikrobnu aktivnost. Pri
poredenju rezultata aktivnosti ispitivanih etarskih ulja i antibiotika, koji su prvenstveno
koris¢eni kao pozitivna kontrola metode, vazno je naglasiti da masena koncentracija
antibiotika izrazena u pg/mL, odgovara zapreminskoj koncentraciji etarskog ulja izrazenoj u
nL/mL. Takode, treba imati u vidu da je antibiotik Cista supstanca, a etarsko ulja smesa
velikog broja terpenoida od kojih nisu svi nosioci antimikrobne aktivnosti. U okviru
odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije, osetljivost ove bakterije detektovana je za
etarska ulja iglica J. communis, J. foetidissima i J. sabina i uzimajuéi u obzir dobijene
vrednosti MIC-ja, moze se okarakterisati kao umerena. Veoma slaba osetljivost (MIC > 16
uL/mL) utvrdena je na etarska ulja SiSarki vrsta J. communis, J. sabina i J. phoenicea.
Osetljivost ove bakterije na etarska ulja vrsta roda Juniperus nije iznenadujuce, imajuci u
vidu da je prethodno detektovana i od strane Filipowicz i saradnici (2003), koji su utvrdili
dobar efekat etarskog ulja SiSarki J. communis na A. baumannii (MIC = 0.8 uL/mL).
Rezultati dobijeni u okviru ove teze za soj A. baumannii su od izuzetnog znacaja iz vise
razloga. Naime, ova vrsta uzrokuje niz oboljenja: infekcije rana i urinarnog trakta,
bakterijemije, meningitis i sl., pri cemu se posebno veliki problem javlja u pedijatriji, buduci
da je ova bakterija prirodno rezistentna na mnoge antibiotike, a neke od komercijalnih
antibiotika nije moguce primeniti u leCenju infekcija kod dece zbog njihove visoke
toksi¢nosti. Takode, ova bakterija je uzro¢nik intrahospitalnih infekcija i veoma cesto je
multiplo-rezistentna ha mnoge komercijalne antibiotike (Brenner i sar., 2005; Pitt i Simpson,
2006). 1z navedenih razloga bilo bi zanimljivo prouciti in vivo efekat etarskih ulja iglica J.
communis, J. foetidissima i J. sabina na ovu vrstu bakterija u slu¢aju infekcija rana
multiplorezistentnim sojevima.

U okviru odredivanja antimikrobnog potencijala etarskih ulja vrsta roda Juniperus prema
ostalim ispitivanim Gram negativhm bakterijama (E. coli, S. enteritidis i P. aeruginosa) disk

difuzionom metodom, zone inhibicije bile su u opsegu 7.0-15.0 mm (kod nekih ulja zone
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inhibicije nisu detektovane), sto se karakteriSe kao umerena do slaba aktivnost u poredenju sa
Gram pozitivnim bakterijama. U slucaju odredivanja MIC, osetljivost ostalih Gram
negativnih bakterija, sa izuzetkom E. coli na etarsko ulje iglica vrste J. sabina, bila je
izuzetno slaba, a u slucaju P. aeruginosa antimirkobni efekat nije ni detektovan. Ovi rezultati
su u skladu sa prethodnim nalazima drugih autora, ukljucujuéi i utvrdenu bolju osetljivost E.
coli na etarska ulja u odnosu na vrstu S. enterica (Ayachi i sar., 2009). Uzimaju¢i u obzir
osetljivost E. coli, S. enterica serovar. Enteritidis i P. aeruginosa na etarska ulja iglica J.
sabina i J. foetidissima, kao i cCinjenicu da ove tri bakterije uzrokuju poremecaje
funkcionisanja gastro-intestinalnog trakta, pomenuta etarska ulja imaju znacajan potencijal
primene kao aditivi hrani.

Uopsteno, prema rezulatatima dobijenim u oba testa u okviru evaluacije antimikrobnog
potencijala etarskih ulja iglica 1 SiSarki osam vrsta kleke, znaCajan efekat na rast Gram
negativnih bakterija u ispitivanom opsegu koncentracija pokazala su etarska ulja iglica i
SiSarki J. communis i J. sabina, iglica J. foetidissima i §$iSarki J. phoenicea. Ostala etarska
ulja pokazala su slabu ili nikakvu aktivnost prema ispitivanim bakterijskim sojevima, dok je
slaba antibakterijska aktivnost etarskog ulja vrste J. excelsa na ovu grupu bakterija
detektovana i od strane Unlu i saradnika (2008) (MIC > 72 uL/mL), a za etarsko ulje J.
oxycedrus od strane Angioni i saradnika (2003) (MIC > 900 puL/mL). Kad se porede rezultati
antimikrobne aktivnosti etarskih ulja iglica i SiSarki iste vrste kleke prema ispitivanim
sojevima Gram negativnih bakterija, moze se zakljucCiti da etarska ulja iglica imaju veci
antimikrobni potencijal. Takode, etarska ulja pokazala su vec¢i antimikrobni potencijal prema
sojevima Gram pozitivnih bakterija, u odnosu na Gram negativne, $to se objaSnjava
prisustvom spolja$nje i plazmalne membrane kod Gram negativne bakterije, pri ¢emu
spoljasnja membrana verovatno predstavlja barijeru za ispoljavanje antimikrobnog efekta
etarskih ulja.

Dobijene rezultate antimikrobne aktivnosti odabranih ulja zanimljivo je razmotriti i sa
aspekta hemijskog sastava pojedinacnih etarskih ulja. Angioni i saradnici (2003) utvrdili su
da sabinen ima znacajan antimikrobni efekat na S. aureus (MIC = 450 pg/mL), a u okviru
ove teze osetljivost S. aureus utvrdena je za sva ispitivana etarska ulja, sa vrednostima MIC-
jaod 4 do 16 pL/mL, pri ¢emu sabinen nije detektovan ili se nalazi u tragovima u nekim od

etarskih ulja (Tabela 8.2.) koja su pokazala znacajnu aktivnost (npr. etarska ulja iglica J.
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macrocarpa i J. excelsa i iglica i §iSarki J. phoenicea). Slab efekat a-pinena na S. aureus
utvrdili su mnogi autori (Angioni i sar., 2003; Filipowicz i sar., 2003; Unlu i sar., 2008), a
rezultati ove teze takode ukazuju da ne postoji veza izmedu prisustva i koncentracije ovog
monoterpenskog ugljovodonika u etarskim uljima sa jedne strane i osetljivosti ove bakterije
sa druge strane.

Unlu i saradnici (2008) su ispitali efekat etarskog ulja Sisarki J. excelsa sa podrucja
Turske i a-pinena na C. perfringens, pri ¢emu su dobili iste MIC-je (2.25 mg/mL). lako su
njihovi rezultati ukazali na potencijalni efekat a-pinena na ovu bakteriju, rezultati ove teze ne
potvrduju prikazane nalaze. Naime, rezultati dobijeni u ovom radu ukazuju da prisustvo i
koncentracija a-pinena u uljima nije u korelaciji sa osetljivos¢u bakterije C. perfringens, tako
da npr. etarsko ulje vrste J. sabina sa svega 2-3% ovog jedinjenja (2.7% iglice, 2.4% Sisarke)
pokazuje bolji efekat na ovu bakteriju od etarskih ulja J. excelsa, u ¢ijim iglicama i $iarkama
je detektovano 30.9%, odnosno 76.7% a-pinena.

Monoterpenski ugljovodonici o- i B-pinen, sabinen, f-mircen, p-cimen i limonen, prema
podacima iz literature, pokazuju slab antibakterijski efekat na Gram negativne bakterije
(Angioni i sar., 2003; Filipowicz i sar., 2003). Osetljivost ovih bakterija na 4-terpineol nije
zanemarljiv i njegov efekat je znacajan kada su u pitanju Gram negativne bakterije E. cloace
i K. pneumoniae, ali ne i A. baumannii (Angioni i sar., 2003; Filipowicz i sar., 2003).
Umeren antimikrobni efekat na E. coli i P. aeruginosa utvrden je prethodno i za 3-3-karen.
Ovo jedinjenje nije detektovano u onim etarskim uljima koja su ispitivana u ovoj tezi, a koja
su pokazala efekat na Gram negativne bakterije, sem u etarskom ulju iglica J. excelsa gde je
0-3-karen prisutan u malom udelu, 3.9%. Uzimaju¢i u obzir aktivnost monoterpenskog
alkohola 4-terpineola, zanimljivo je primetiti da je ovaj terpen detektovan samo u uljima koja
su imala efekat na Gram negativne bakterije i to u procentu od 2.0 do 17.0%, pri ¢emu je
koncentracija bila najveca u etarskim uljima iglica J. communis, J. foetidissima i J. sabina, a
koja su pokazala i najbolji efekat na ove mikroorganizme. Dakle, rezultati ukazuju na jasnu
vezu izmedu antimikrobne aktivnosti etarskih ulja na Gram negativne bakterije i prisustva 4-
terpineola u njima.

Kada se uporedi sadrzaj etarskih ulja iglica J. communis, J. foetidissima i J. sabina, koja
su dala najmanje vrednosti MIC, tj. koja su se pokazala kao najefikasnija u kontroli rasta A.

baumannii i E. coli, moZe se primetiti da su ulja po sastavu sli¢na, a ako se izuzmu sabinen,
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a-pinen, B-mircen i 4-terpineol, za koje je ranije utvrden efekat na ove bakterije, rezultati
ukazuju na potrebu da se ispita i efikasnost a-tujena, y-terpinena, a-terpinolena i a-terpinena,
posto su ih sva etarska ulja sadrzala sa udelom > 1% (Tabela 8.2.). Kada se uzme u obzir i
utvrdena efikasnost J. foetidissima na vrstu S. enterica serotip. Enteritidis, posebno je
znacajno prouciti da i a-terpinen i y-terpinen pokazuju sinergisticki efekat u odgovaraju¢em
odnosu, jer su ova jedinjenja prisutna i u etarskom ulju iglica i Sisarki J. communis i J.
excelsa, ito u oko dva puta manjoj koncentraciji u etraskom ulju §iSarki, koje je imalo slabiji
efekat.

Po svom sastavu, etarska ulja J. phoenicea se znacajno razlikuju od etarskih ulja drugih
ispitivanih vrsta kleke, koje deluju na Gram negativne bakterije. Etarsko ulje SiSarki ove vrste
pokazuje izvestan efekat na Gram negativne bakterije, za razliku od ulja iglica. Ispitivanjem
antimikrobnog delovanja etarskih ulja iglica vrste J. phoenicea sa podrucja Alzira, u opsegu
koncentracija 2-10 uL/mL, Mazari i saradnici (2010) su agar dilucionom metodom ustanovili
da ova etarska ulja deluju na E. faecalis (MIC = 7 uLL/mL), ali ne i na P. aeruginosa, E. coli,
B. subtilis i S. aureus. Etarska ulja $iSarki i iglica ove vrste kleke, koja su analizirana u ovom
radu, nisu se znac¢ajno razlikovala u kvalitativnom sastavu, ali za neka jedinjenja jesu, kao $to
Su a- i PB-pinen, i to u korist Sisarki, $sto moze da bude smernica za dalja ispitivanja
antimikrobnog efekta ovih komponenti u smesi, koriste¢i njihov kvantitativni odnos u
etarskom ulju SiSarki i listova koji deluju na Gram negativne bakterije (A. baumannii i E.
coli).

Na osnovu podataka iz literature i rezultata dobijenih u ovom radu, nije moguce ta¢no
utvrditi koje terpensko jedinjenje u smesi je odgovorno za antimikrobni efekat. Poznato je da
komponente terpenskih smesa ispoljavaju sinergisticki, aditivni ili antagonisticki efekat u
odnosu na izolovane komponente. Rezultati ove teze potvrduju taj stav, ali usled nedovoljne
istrazenosti delovanja koja mogu da ispolje razlicite smeSe terpenskih jedinjenja, joS uvek
nije moguce zakljuéiti koje komponente i u kom odnosu imaju najbolji biopotencijal.

Sumarno, rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti etarskih ulja iglica 1 SiSarki
odabranih vrsta roda Juniperus, dobijeni primenom disk difzione metode, pokazuju da
pojedina etarska ulja nemaju antimikrobnu aktivnost u ispitanom koncentracionom opsegu,

dok su se zone inhibicije etarskih ulja koja su pokazala efekat kretale od 7 do 32 mm. Pri
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tome je utvrden znatno bolji efekat svih ulja na Gram pozitivne bakterije u odnosu na Gram
negativne.

U testu gde se antimikrobna aktivnosti etarskih ulja utvrdivala dilucionom metodom i
oderedivanjem MIC-je, sva ispitivana ulja inaktivirala su bakterijske sojeve S. aureus i C.
perfringens pri koncentracijiama od 2 do 16 pL/mL. MIC-je za Gram negativne bakterije
kretale su se od 8 do > 16 pL/mL, pri ¢emu je Sest etarskih ulja imalo efekat u ispitivanom
opsegu koncentracija na A. baumannii i E. coli, a samo dva na S. enterica serovar.
Enteritidis. Maksimalna ispitivana koncentracija ni jednog od odabranih etarskih ulja nije
inhibirala rast Gram negativne bakterije P. aeruginosa.

Sumarno, rezultati antimikrobne aktivnosti ukazuju na to da odabrana etarska ulja
pokazuju antimkrobni efekat na Gram pozitivne bakterije, dok je efekat na Gram negativne
bakterije daleko slabiji. Osetljivost ispitivanih vrsta bakterija na odabrana etarska ulja
razli¢itih vrsta roda Juniperus na osnovu odredenih vrednosti MIC-je moze se prikazati na
sledec¢i nacin, od najosetljivije do najrezistentnije: S. aureus > C. perfringens > A. baumannii
> E. coli > S. enterica serotip. Enteritidis > P. aeruginosa.

Kad se uzmu u obzir ukupni rezultati dobijeni agar dilucionom metodom i odredivanjem
najmanje inhibitorne koncentracije na Sest sojeva bakterija, relativnim poredenjem moze se
zakljuciti redosled antimikrobnog potencijala vrsta kleke koja su ispitivana u ovom radu, od
najpotentnije vrste J. sabina > J. communis > J. phoenicea > J. foetidissima > J. macrocarpa
> J. oxycedrus > J. excelsa > J. sibirica. Takode, etarska ulja iglica ispitivanih vrsta pokazala
su bolji antimikrobni potencijal od etarskih ulja $iSarki, $to je posledica prisustva razlicitih
terpenskih komponenti. Dobijeni rezultati ukazuju da su etarska ulja vrsta Juniperus umereni
antimikrobni agensi i da predstavljaju dobar izvor potentnih antimikrobnih terpenskih
jedinjena. Ova c¢injenica ide u prilog nastavku istrazivanja na ovom polju, kako bi se
utrvrdilo koji terpenoidi su nosioci aktivnosti i kako deluju na mikroorganizme kao izolovane
komponente i u odgovarajuéim smeSama, a sve U cilju razmatranja njihove potencijalne

primene u terapijske svrhe i kao konzervanasa u prehrambenoj industriji.
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5. ZAKLJUCAK

U okviru ove doktorske teze izvrSena su detaljna hemijska, biohemijska i bioloska
ispitivanja metanolnih ekstrakata i etarskih ulja iglica i $iSarki osam vrsta roda Juniperus,
sakupljenih na razli¢itim lokalitetima Republike Srbije, Hrvatske i Makedonije (Juniperus
communis L. 1753 var. communis, Juniperus macrocarpa Sibth. et Sm 1816, Juniperus
excelsa M. Bieb. 1800, Juniperus sibirica Burgsdorf. 1787, Juniperus foetidissima Willd.
1806, Juniperus oxycedrus L. 1753 var. oxycedrus, Juniperus sabina L. 1753 var. sabina i
Juniperus phoenicea L. 1753 var. phoenicea).

Fitohemijski skrining obuhvatao je:

. kvalitativhu i kvantitativnu analizu 44 odabrana fenolna jedinjenja (14 fenolnih
kiselina, 25 flavonoida, 3 kumarina i 2 lignana) u metanolnim ekstraktima iglica i
SiSarki 8 vrsta roda Juniperus visoko selektivnom i specificnom LC-MS/MS tehnikom.
U ispitivanim ekstraktima najzastupljenija fenolna jedinjenja su: katehin, rutin,
kvercitrin i epikatehin. Takode, ove komponente bile su prisutne u vecoj koli¢ini u
ekstraktu iglica nego u ekstraktu SiSarki ispitivanih vrsta. Katehin je najzastupljenija
ispitivana fenolna komponenta, sa izrazenom razlikom u koli¢ini u kojoj je prisutna u
ekstraktu iglica u odnosu na onu u ekstraktu sisarki (iglice 29.47-234.44 mg/mL;
SiSarke 0.015-61.36 mg/mL). Vrste koje se izdvajaju po velkoj koli¢ini katehina u oba
ekstrakta su J. excelsa, J. foetidissima i J. sibirica. Sadrzaj rutina razlikuje se po
koli¢ini izmedu ekstrakata iglica i SiSarki (0.038-198.71 mg/mL iglice; 0.008-45.86
mg/mL Sisarke), dok se vrsta J. sibirica izdvaja visokim, a J. phoenicea izrazito niskim
sadrzajem rutina u poredenju sa ostalim ispitivanim vrstama. Ekstrakti iglica 1 SiSarki
razlikuju se po sadrzaju kvercitrina, ali ne tako znacajno kao prethodno pomenute
komponente (0.12-141.87 mg/mL iglice; 0.003-67.42 mg/mL S§iSarke). Vrste koje se
izdvajaju po visem sadrzaju kvercitrina su J. excelsa, J. foetidissima i J. sabina. Sadrzaj
epikatehina u ekstraktima iglica i $isarki ne razlikuje se znac¢ajno (17.80-78.39 mg/mL
iglice; 0.007-24.35 mg/mL S$isarke), dok se vrsta J. foetidissima znacajno izdvaja po
sadrzaju epikatehina u oba ispitivana dela biljke. Pored pomenutih fenolnih
komponenti, koje su zastupljene kod svih ispitivanih vrsta, neki ekstrakti se izdvajaju

po sadrzaju pojedinac¢nih fenola u poredenju sa ostalim ispitivanim ekstraktima.
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Ekstrakt iglica J. communis izdvaja se sadrzajem kumarina umbeliferona (38.10
mg/mL) i fenolnih kiselina ferulne i kafene (4.64 1 0.77 mg/mL). Takode, ekstrakt
iglica J. sibirica izdvaja se sadrzajem ferulne kiseline (2.03 mg/mL), dok se ekstrakt
iglica i $iSarki J. excelsa izdvaja po sadrzaju flavonoida viteksina (0.12 1 0.16 mg/mL),
koji se ili nalazi u tragovima ili nije detektovan u ostalim ekstraktima. Dobijeni
rezultati predstavljaju prve podatke o fenolnom sasatavu vecine ispitivanih vrsta i mogu

se potencijalno Kkoristiti kao hemotaksonomski markeri.

. kvalitativnu i kvantitativnu analizu etarskih ulja primenom gasne hromatografije sa

masenim detektorom, pri kojoj je utvrdeno prisustvo 77 razliCitih terpenoidnih
komponenti, koje ¢ine od 92.1 do 100% ukupnog sastava etarskih ulja. Dobijeni
rezultati ukazuju da se ispitivana etarska ulja odlikuju visokim sadrzajem
monoterpenskih ugljovodonika (52.1-89.8% iglice; 53.0-89.6% sisarke), gde su
dominantne komponente a-pinen (2.7-74.5% iglice; 2.4-76.7% S§isarke), sabinen (0.5-
84.3% iglice; 0.5-60.9% $isarke), B-mircen (0.9-43.2% iglice; 2.3-10.3% Sisarke), 4-
terpineol (5.8-17.0% iglice; 2.0-8.2% Ssisarke) i limonen (3.1-14.8% iglice; 1.5-8.1%
Sisarke). Posle monoterpenskih ugljovodonika, najprisutniji su seskviterpeni (1.5-41.5%
iglice; 5.5-23.2% siSarke), od kojih se isti¢e sadrzaj germakrena D (0.7-18.1% iglice;
0.9-14.3% sisarke). Neki terpenoidi se po koli¢ini izdvajaju u pojedinim etarskim
uljima i mogu se smatrati karakteristi¢cnim za odredenu vrstu. Tako Se o-pinen u
velikom procentu nalazi u etarskim uljima J. excelsa/sisarke (76.7%), J.
oxycedrus/sisarke (75.6%) i J. sibirica/iglice (74.5%), dok je u etarskim uljima J.
foetidissima (3.4% iglice; 3.5% SiSarke) i1 J. sabina (2.7% iglice; 2.4% SiSarke) prisutan
u mnogo manjem procentu. Sabinen je karakteristiCan za tri ispitivane vrste J. sabina
(54.3% iglice; 60.9% SiSarke), J. foetidissima (39.9% iglice; 29.9% SiSarke) i J.
communis (36.3% iglice; 18.6% SiSarke), a germakren D za vrste J. macrocarpa (18.1%
iglice; 13.5% SiSarke) J. sibirica (4.3% iglice; 14.3% S&iSarke) i J. oxycedrus (11.49%
iglice; 3.7% Sisarke). Vrsta J. excelsa odlikuje se visokim sadrzajem kedrola (37.4%
iglice; 7.7% Sisarke) 1 niskim sadrzajem 6-3-karena (3.9% iglice; 0.8% S§iSarke), koji su
detektovani samo u ovoj vrsti. Vrsta J. foetidissima se najvise izdvaja po terpenoidnom
sastavu i odlikuje je visok sadrzaj oksidovanih monoterpena 4-terpineola (17.0%) i y-

terpinena (10.1%) u iglicama i diterpena abietadiena (8.6%), 4-epi-abietala (8.5%) i
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abietola (3.0%). Ovi rezultati ukazuju na to da etarska ulja vrsta Juniperus imaju
jednostavan terpenski sastav i da se mogu smatrati potentnim izvorom dominantno
prisutnih mono- i seskviterpena, kao i da se sastav etarskih ulja moze koristiti kao
hemotaksonomski marker kod nekih vrsta, dok kod nekih drugih to nije sluc¢aj zbog
velike varijabilnosti sadrzaja istih komponenti u istoj biljnoj vrsti.

Procena bioloskog potencijala obuhvatala je:

. Procenu antioksidantne aktivnost primenom testova, koji su zasnovani na transferu
elektrona (neutralizacija DPPH’ radikala i odredivanje redukcione sposobnosti - FRAP
test), neutralizaciji slobodnoradikalskih vrsta (kapacitet ,hvatanja® HO', O, i NO
radikala) i potencijalu inhibicije lipidne peroksidacije. Rezultati su poredeni sa
aktivno$¢u sinteti¢kih antioksidanasa BHA (butilovani hidroksianizol) i BHT
(butilovani hidroksitoluen). Dobijeni su sledeci rezultati:

sposobnost neutralizacije DPPH" radikala: 1Cso vrednosti ispitanih ekstrakata
iznosile su od 2.58 do 322.79 ug/mL, a etarskih ulja od 6.89 do 27.04 pL/mL.
Najvecéu aktivnost pokazali su ekstrakti J. foetidissima/iglice i J. sabina/iglice, ¢ija
je aktivnost bila znacajno veca nego sintetskim antioksidantima BHT i BHA, dok je
najmanja DPPH’ skevindZer aktivnost nadena kod etarskih ulja J. oxycedrus/iglice i
J. sabina/iglice.

kapacitet ,,hvatanja“ HO' radikala: 1Cs vrednosti ispitanih ekstrakata iznosile su od
191.36 do 1034.15 pg/mL. Najvecu aktivnost pokazali su ekstrakti J. excelsa/iglice
i J. macrocarpa/sisarke, koja je uporediva sa BHT, a znacajno je veca nego
aktivnost BHA. Najmanji potencijal ,hvatanja*“ HO" radikala imali su ekstrakti J.
sabina/Sisarke i J. communis/iglice.

kapacitet ,,hvatanja*“ O, radikala: 1Cso vrednosti ispitanih ekstrakata iznosile su od
31.09 do 611.63 pg/mL. Najveéu aktivnost pokazali su ekstrakti J.
foetidissima/SiSarke i J. sabina/iglice, dok je najmanja O," skevindzer aktivnost
nadena kod ekstrakata J. phoenicea/sisarke i J. macrocarpa/sisarke.

kapacitet ,,hvatanja* NO' radikala: 1Cso vrednosti ispitanih ekstrakata iznosile su od
0.15 do 0.84 mg/mL. Najvecu aktivnost pokazali su ekstrakti J. sibirica/iglice i J.
foetidissima/Sisarke, a najmanji potencijal ,hvatanja“ NO® radikala imali su

ekstrakti J. communis/sisarke, J. macrocarpa/sisarke i J. macrocarpa/iglice.
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inhibicija lipidne peroksidacije: 1Cso vrednosti ispitanih ekstrakata iznosile su od
40.41 do 1461.88 ug/mL, a etarskih ulja od 9.98 do 1574.43 nL/mL. Najvecu
aktivnost pokazalo je etarsko ulje J. communis/iglice, Cija je aktivnost znacajno
veca nego sintetskih antioksidanasa BHT 1 BHA. Najmanji potencijal inhibicije
lipidne peroksidacije ima etarsko ulje J. oxycedrus/iglice.

redukcioni potencijal: u ispitivanim ekstraktima iznosio je od 177.7 do 3.61 mg ekv.
askorbinske kis/g s. e. Najveci redukcioni potencijal, i znac¢ajno ve¢i od BHT, imaju
ekstrakti J. foetidissima/iglice i1 J. oxycedrus/iglice, dok ekstrakti J.

phoenicea/sisarke i J. macrocarpa/sisarke imaju najmanji.

. U cilju odredivanja korelacije izmedu sadrzaja ukupnih fenola 1 flavonoida 1
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antioksidantne aktivnosti ispitanih ekstrakata, odreden je ukupni sadrzaj ovi jedinjenja.
Dobijeni su slede¢i rezultati:
sadrzaj ukupnih fenola: u ispitivanim ekstraktima iznosion je od 7.17 do 196.07 mg
ekv. galne Kkiseline/g s. e. (J. foetidissima/iglice > J. excelsa/iglice > J.
oxycedrus/iglice > J. sibirica/iglice > J. foetidissima/sisarke > J. communis/iglice >
J. sabina/iglice > J. phoenicea/iglice > J. macrocarpa/iglice > J. excelsa/Sisarke >
J. sibirica/sisarke > J. sabina/Sisarke > J. communis/Sisarke > J. oxycedrus/siSarke
> J. phoenicea/Sisarke > J. macrocarpa/sisarke)
sadrzaj ukupnih flavonoida: u ispitivanim ekstraktima iznosion je od 3.32 do 60.38
mg ekv. kvercetina/g s. e. (J. foetidissima/iglice > J. foetidissima/Sisarke > J.
excelsa/iglice > J. oxycedrus/iglice > J. sabina/sisarke > J. excelsa/sisarke > J.
sibirica/iglice > J. communis/iglice > J. sabina/iglice > J. sibirica/sisarke > J.
macrocarpa/iglice > J. oxycedrus/sisarke > J. phoenicea/Sisarke > J.
communis/$isarke > J. macrocarpa/Sisarke > J. phoenicea/iglice).
Analizom dobijenih rezultata uocava se da ekstrakti iglica imaju znacajno bolju
aktivnost od odgovaraju¢ih ekstrakata S$iSarki, dok se ne moze izvesti uopSten
zakljucak o aktivnosti etarskih ulja. Takode, ne moZe da se izvede ni jasan zakljuc¢ak
0 odnosu opste antioksidantne aktivnosti izmedu ekstrakata i etarskih ulja. Uopsteno,
dobijeni rezultati pokazuju da su sve ispitane vrste potentni antioksidantni agensi,

odnosno da mogu da utiu na sprecavanje slobodnoradikalskih procesa zasnovanih na
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transferu elektrona, neutralizaciji slobodnoradikalskih vrsta ili da inhibiraju lipidnu
peroksidaciju.

Procenu antiinflamatornog potencijala primenom metode kojom se odreduje stepen
inhibicije produkcije tri proizvoda ciklooksigenaznog puta (12-HHT, TXB; i PGEy) i
jednog proizvoda lipooksigenaznog puta (12-HETE) metabolizma arahidonske
Kiseline. Dobijeni su slede¢i rezultati:
inhibicija produkcije 12-HHT metabolita: 1Cso vrednosti ispitanih ekstrakata
iznosile su od 1.13 do 6.32 mg/mL, a etarskih ulja od 45.32 do 490.94 nL/mL.
Najveéu aktivnost pokazala su etarska ulja J. foetidissima/iglice i J.
oxycedrus/Sisarke, Cija aktivnost je manja, ali uporediva sa standardima: aspirinom i
kvercetinom. Najmanji potencijal inhibicije produkcije 12-HHT imaju ekstrakti J.
communis/iglice i J. sibirica/iglice.
inhibicija produkcije TXB, metabolita: 1Cso vrednosti ispitanih ekstrakata iznosile
su od 0.93 do 11.08 mg/mL, a etarskih ulja od 52.7 do 408.58 nL/mL. Najvecu
aktivnost pokazalo je etarsko ulje J. foetidissima/iglice, ¢ija aktivnost je manja od
aspirina, a veca od kvercetina. Najmanji potencijal inhibicije produkcije TXB;
metabolita imaju ekstrakti J. communis/iglice i J. sabina/iglice.
inhibicija produkcije PGE, metabolita: 1Cso vrednosti ispitanih ekstrakata iznosile
su od 2.76 do 4.16 mg/mL, a etarskih ulja od 71.84 do 529.90 nL/mL. Najvecu
aktivnost pokazala su etarska ulja J. foetidissima/iglice i J. phoenicea/iglice ¢ija
aktivnost je manja, ali uporediva sa aktivnosti aspirina i kvercetina. Najmanji
potencijal inhibicije produkcije PGE, metabolita imaju ekstrakti J. communis/iglice
i J. sabina/iglice.
inhibicija produkcije 12-HETE: ICso vrednosti ispitanih ekstrakata iznosile su od
21.41 do 11.04 mg/mL, a etarskih ulja od 57.06 do 467.54 nL/mL. Najvecu
aktivnost pokazala su oba etarska ulja vrste J. phoenicea, ¢ija aktivnost je manja, ali
uporediva sa aktivnosti aspirina. Najmanji potencijal inhibicije produkcije 12-
HETE metabolita imaju ekstrakti J. oxycedrus/iglice i J. communis/sisarke.
Poredec¢i potencijal inhibicije produkcije ispitivanih metabolita arahidonske kiseline,

moze se zakljuciti da etarska ulja kleke ispoljavaju visestruko bolju aktivnost od
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metanolnih ekstrakata. Ovi rezultati ukazuju na to da terpenoidna jedinjenja imaju bolji
antiinflamatorni potencijal od fenolnih i da su dalja istrazivanja neophodna u cilju
detekcije specificnih terpenoidnih komponenti, koje mogu biti nosioci ove aktivnosti.
Ekstrakti J. oxycedrus/Sisarke prema produkciji TXB; i J. macrocarpa/sisarke prema
produkciji PGE,, izdvajaju se po snaznoj pro-inflamatornoj aktivnosti. Ovi rezultati
pruzaju znacajan doprinos opstoj karakterizaciji bioloskih aktivnosti kleka, s obzirom

na to da prvi svedoce o antiinflamatornoj aktivnosti nekih ispitanih vrsta.

. Procenu antimikrobne aktivnosti etarskih ulja na Sest bakterijskih vrsta (Gram
pozitivne: S. aureus i C. perfringens; Gram negativne: A. baumannii, E. coli, S.
enteritidis i P. aeruginosa), primenom disk difuzione metode i merenjem minimalne
inhibitorne koncentracije (MIC) agar dilucionom metodom. Dobijeni su sledec¢i
rezultati za ispitivane sojeve: S. aureus - zone inhibicije od 12.3 do 23.3 mm, stepen
osetljivosti od 4 do 16 uL/mL; C. perfringens - zone inhibicije od 10.3 do 32.0 mm,
stepen osetljivosti od 2 do 16 uL/mL; A. baumannii - zona inhibicije od 8.0 do 16.3
mm, stepen osetljivosti od 8 do >16 uL/mL; E. coli - zona inhibicije od 8.7 do 15.0
mm, stepen osetljivosti 16 uL/mL i veéi; S. enteritidis - zona inhibicije od 8.7 do 11.3
mm, stepen osetljivosti 16 pL/mL i vec¢i; P. aeruginosa - zona inhibicije od 7.0 do 8.0
mm, a stepen osetljivosti nije detektovan.

Rezultati antimikrobne aktivnosti ukazuju na to da etarska ulja kleke pokazuju znacajan
antimkrobni efekat na Gram pozitivne bakterije, dok je efekat na Gram negativne
bakterije znatno slabiji. Etarska ulja iglica ispitivanih vrsta pokazala su bolji
antimikrobni potencijal od etarskih ulja SiSarki, $to je posledica prisustva veceg broja
razli¢itih terpenskih komponenti. Ovi rezultati ukazuju na to da se pojedine vrste mogu
smatrati potencijalnim antimikrobnim agensima za kontrolu ispitivanih vrsta bakterija,
kao i da su dalja ispitivanja neophodna u cilju odredivanja specifi¢nih terpenoidnih

komponenti odgovornih za antimikrobnu aktivnost.
Sumarno, ukupni biopotencijal ispitivanih vrsta kleke, odreden na osnovu antioksidantne,
antiinflamatorne i antimikrobne aktivnosti, opada u nizu J. sabina > J. foetidissima > J.

communis > J. excelsa > J. phoenicea > J. macrocarpa > J. oxycedrus > J. sibirica. Ovi
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rezultati potvrduju opravdanost Siroke primene wvrsta J. communis i J. oxycedrus u
tradicionalnoj i oficinalnoj medicini, kao i u kulinarstvu, ali ukazuju i na potencijalnu
primenu relativno malo poznatih wvrsta J. foetidissima i J. excelsa, kao potentnih

fitopreparata, suplemenata u ishrani i izvora novih bioloski aktivnih prirodnih proizvoda.
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6. SUMMARY

The genus Juniperus L. belongs to the family of Cupressaceae and comprises about 70
species which are widely distributed in the Northern Hemisphere. All over the world plants
from this genus have always been regarded as a well-known traditional remedy due to their
numerous therapeutic properties, such as anti-inflammatory, diuretic, antiseptic (bacterial and
fungal), anthelmintic, hypoglycemic, hypotensive, analgesic and abortifacient. In medicinal
applications all parts of the plant are used together with the essential oil. Furthermore, these
plants are extensively used worldwide in folk medicine for healing various disorders, for
example the common cold, urinary and Kkidney infections, dermatological disorders,
bronchitis, pneumonia, dysentery, hemorrhage, rheumatic arthritis, stomachache, diarrhea,
hemorrhoids and for regulation of menstruation and in relieving menstrual pains (Kozan et
al., 2006; Thomas et al., 2007; Akkol et al., 2009; Miceli et al., 2009). Moreover, plants from
the Juniperus L. genus, mostly their cones, have widespread application in different
European cuisines as a spice which adds ”sharp and clear flavour”, preferably for pickling
meat, particularly wild bird and game (The Silver Spoon, 2005; Hamyl, 2009). In some
traditional recipes for preparing meat specialties, juniper cones are used as distinctive
ingredients giving the unique taste (Loizzo et al., 2007). Nowadays, juniper cones are used
for flavouring different alcoholic drinks. In Serbia, the “Klekovac¢a”, a type of juniper
brandy, is a very popular alcoholic drink, well-known for its unique aroma with a nice
juniper aftertaste, which is very good for appetite whetting. Furthermore, in the production
process of gin (Vichi et al., 2005) and the authentic ’psiwo kozicowe” beer from Poland
(Luczaj and Szymanski, 2007) juniper cones are also used for flavouring.

Nevertheless, only a few species from Juniperus genus have previously been investigated
concerning detailed chemical characterisation and evaluation of biological activity of their
needles and cones. However, phytochemical studies have shown that the Juniperus genus
contains a great amount of natural products such as flavonoids, neolignans and
phenylropanoids (Abul’saeva and Pashinina, 1982; Nakanishi et al., 2004a; Nakanishi et al.,
2004b; Miceli et al., 2009; lida et al., 2010) and terpenoids (Topcu et al., 1999; Emami et al.,
2007; Ennajar et al., 2009; Medini et al., 2010). The most investigated species are J.

communis (Agelet and Vallés 2003; Gautam et al., 2007) and J. oxycedrus (Kozan et al.,

142



Marija Lesjak Doktorska disertacija

2006; Moreno et al., 1998), while there are only few reports for other species. Therefore in
the present study we extensively explored chemical and biological properties of eight
Juniperus L. species, Juniperus communis L. 1753 var. communis, Juniperus macrocarpa
Sibth. et Sm 1816, Juniperus excelsa M. Bieb. 1800, Juniperus sibirica Burgsdorf. 1787,
Juniperus foetidissima Willd. 1806, Juniperus oxycedrus L. 1753 var. oxycedrus, Juniperus
sabina L. 1753 var. sabina and Juniperus phoenicea L. 1753 var. phoenicea which were
collected from several localities on the Balkan Peninsula. Our research was focused on the
methanol extracts and essential oils of needles and cones, which were subjected to chemical
analysis, as well as different biochemical and biological tests (antioxidant, anti-inflammatory
and antimicrobial).

The content of 44 phenolics was determined by LC-MS/MS, which showed noticeable
qualitative and quantitative differences between the species. The most abundant phenolics
were catechin, rutin, quercitrin and epicatechin. These compounds were present in higher
concentration in needle extracts than in cone extracts of the same species. Additionally, most
results were the first verification of the presence of examined phenolics in Juniperus species
and can be used as a chemotaxonomic marker. Chemical composition of essential oils was
determined by GC-MS. Results have shown the presence of 77 terpenoids, with
monoterpenoids (o-pinene, sabinen, B-myrcene, limonene and terpinen-4-ol) and
sesquiterpenoids (germacren D) being most abundant. These results show that investigated
essential oils of Juniperus species have simple terpenoid composition and that terpenoids can
be used as chemotaxonomic markers with precaution, as ecological factors can strongly
influence the terpenoid profile. However, according to the phenolic and terpenoid
characterisation of the examined Juniperus species, they could be regarded as a possible new
potent source of natural products.

Antioxidant activity of extracts and essential oils (radical scavenger capacity, reduction
potential and inhibition of lipid peroxidation) was examined by spectrophotometric methods.
In all of the tests examined plant substrates have shown a potent antioxidant activity in
comparison with well-known synthetic antioxidants. To evaluate anti-inflammatory activity
an ex vivo test for determination of inhibition of production of cyclooxygenase-1 (COX-1)
and 12-lipoxygenase (12-LOX) metabolites was undertaken. The intact cell system (platelets)

was used as a source of COX-1 and 12-LOX enzymes and the highly sensitive and specific
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LC-MS/MS technique was used for detection of arachidonic acid metabolites (TXB,, PGE,,
12-HHT and 12-HETE) formed by COX-1 and 12-LOX. Determined activities confirmed the
application of Juniperus species as anti-inflammatory agents, especially essential oils which
showed great anti-inflammatory potency. Antimicrobial activity of essential oils was
determined on two Gram positive (S. aureus and C. perfringens) and four Gram negative (A.
baumannii, E. coli, S. enteritidis and P. aeruginosa) bacteria. The results indicate that
Junipeus species, mainly their needles, are potent antimicrobial agents particularly against S.
aureus, C. perfringens and A. baumannii.

Considering antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial potential, overall activity
of Juniperus species can be ranged as follows: J. sabina > J. foetidissima > J. communis > J.
excelsa > J. phoenicea > J. macrocarpa > J. oxycedrus > J. sibirica. These results
undoubtedly validate the common use of J. communis and J. oxycedrus in traditional and
official medicine and as a food supplement, and also indicate significant biological activity of
other examined species, particularly J. foetidissima and J. excelsa, as well as their potential
appliance as remedies and a potent source of natural products.
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8. PRILOG
8.1. Fitohemijski skrining
8.1.1. LC-MS/MS skrining odabranih fenolnih jedinjenja

163



Tabela 8.1. Koli¢ine odabranih fenolnih komponenti u ekstraktima iglica i §iSarki vrsta roda Juniperus izrazenim u pg/g suvog ekstrakta

kvantifikacija J. communis J. macrocarpa J. excelsa J. sibirica J. foetidissima J. oxycedrus J. sabina J. phoenicea
odabranih @ e @ oA o ot @ o @ o4 @ o} @ v) @ v
. - - = = = - - 4
flavonoida u 2 5 2 5 2 5 2 5 2 5 2 5 2 5 2 5
=] A =] A [=2] XA [=2] XA [=2] XA [=2) A [=2) A [=2) iz}

pg/gs. e. = 7 = 57 = 3% = it 2 7 2 = = 7 2 S

fenolne kiseline
p-hidroksibenzoeva
kiselina

25
dihidroksibenzoeva 991.06  n.d. 777  nd. 56809 803.96 2807.92 2024.13 669.13 133824 865.15 644.01 711.52 3641.37 229.55 383.89
kiselina
E{;’;ﬁﬁgtm'”s“a 042.98 193.11 144244 99339 39561 569.16 2175.02 1510.90 49357 1002.23 66552 527.54 52566 2973.62 162.39 317.95
vanilinska kiselina  1500.09 291.92 52.70 59.77 177.24 47930 981.74 329.85 13585 62.15 11565 33.64 198.36 13585 48.04 116.66
galna kiselina 205.77 13.60 281.96 401.60 29468 35150 587.36 212.01 164.61 26568 121.69 4154 182.05 43528 63.70 16.04
siringinska kiselina 431.94 1656 11.86 11.47 6148 629 22127 1344 1068  n.d. 1028  7.09 107.02 1028 12.65 19.67
cimetna kiselina ~ 257.81 1754 nd. 1545 30.62 6839 30593  40.35 nd. 1138 nd. nd. 749 1391  nd 472
o-kumarinska

2230.38 76.27 261.52 9253 41596 1267.97 1125.04 1221.15 82.08 209.57 142.63 78.54 147.30 1072.20 117.55 82.67

Kiselina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
p-kumarinska
Kiselina 991.90 19.02 14257 27.80 302.40 456.04 559.30 273.01 168.14 104.62 5430 12.20 349.54 71515 116.41 40.57

kafena kiselina 77402 9.21 8.13 2.85 21.30  46.22 81.79 8.61 10.55 2.82 8.13 3.03 13.54 12.54 6.11  3.00
ferulna kiselina 4637.77 47.22  66.77 6.63  241.06 69451 2026.72 47735  81.37 66.77 36.06 7.26 80231 59945 20.81 35.50
3,4-

dimetoksicimetna 96.30 n.d. n.d. n.d. 22.84 n.d. 7.25 n.d. 4.28 n.d. n.d. n.d. 27.29 n.d. n.d. n.d.
kiselina
sinapinska kiselina ~ 10.08 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 2.97 n.d. 4.28 n.d. n.d. n.d. 27.29 n.d. n.d. n.d.

hlorogenska 24793 277 3474 nd 8428 931 1953  nd. 20874  7.90 466 094 4883 1364 486 n.d.

kiselina

flavonoidi

apigenin 1713.02 1365.36 1407.21 797.03 3563.82 6987.89 8988.58 13210.83 2498.05 682.44 2708.78 92.98 4765.81 3048.59 550.64 182.55
gﬁ:ﬁf}g:yo 118428 599.40 1576.82 235.83 1386.95 262576 897.88 3738.88 451.32 45073 1130.94 133.66 108250 6860.75 274.54 109.83
apiin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
viteksin n.d. n.d. n.d. n.d. 11755 161.66 n.d. 8.59 25.85 5.78 n.d. n.d. 21.75 36.75 17.62 242
amentoflavon 26286.84 117.30 2418.30 3676.80 4931.92 1087.19 4946.70 381.18 7641.51 859.88 4600.48 81.02 1732.77 420.53 1272.51 165.08
bajkalein n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
bajkalin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
daidzein n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

genistein n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.



izoramnetin 10.19 1.45 1.93 1.17 6.00 3.11 6.21 2.51 6.21 1.74 1.55 n.d. 5.58 0.24 0.51 n.d.

kemferol 87.63 1.93 7.97 1.54 14.00 6.94 75.43 16.80 3.51 1.77 5.14 n.d. 8.20 0.96 1.34 n.d.

Igﬁzrllgezriodl-S-O- 499.47 38.09 181.37 67.46 405.65 106.70 464.25 249.17 521.46 126.97 205.76 9.72 1318.08 356.00 225.64 10.07
krizoeriol 74.34 2.42 3.59 0.98 33.73 50.24 26.47 25.58 22.57 2.76 3.31 0.34 20.84 1.14 2.14  0.46

Iuteol!n 190.82 15.55 17.58 6.41 65.71 64.67 199.25 348.47 28.66 19.35 4.06 2.09 47.26 8.03 26.39 3.21

;:LEI(OC'J'ZTJO 270.28 103.97 496.82 8149 62329 146223 33.80 1624.18 617.18 34355 36859 13547 269.35 1434.33 116.40 80.29
kvercetin 571.81 24.66 68.21 5.42 151.11  34.75 640.97  72.47 108.47  63.96 112.85  4.89 154.08 3.95 1499 1.75

kvercitrin 259.42  39.93 15153.80 177.43 141862.6844964.07 2038.23 683.56 125214.8667416.64 118.56 3.21 89522.93 31027.58 767.59 156.55
'5}’5&8‘2‘(?30 2506.00 98.48 101050 108.60 1660.19 2299.76 4625.11 2008.83 13205.56 1112958 767.46 62.31 15058.27 5764.93 279.37 55.26
hiperozid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 173.24 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

rutin 103831.662217.03 106137.65 477.67 14652.44 3872.95 198715.5722953.07 48184.31 45858.28 112281.812117.89 58412.12 18022.41 38.33 8.27

miricetin n.d. n.d. n.d. n.d. 67.76 2.28 22.39 n.d. 11.38 n.d. 2.73 n.d. 6.15 n.d. 5.09 n.d.

naringenin 424,15 8.06 36.98 1849 2259 4658 153.63 42.19 80.07 20.94 25.08 1.36 29.28 9.02 9.78 3.30
epikatehin 14263.16 205.83 3510.56 14.96 11131.13 7363.68 12734.62 1308.16 78388.82 24355.33 6137.62 7.45 1315392 7.45 1779.94 n.d.

katehin 103267.994127.54 29471.03 251.13 234390.9356532.09 146439.24 15655.97 202920.1561362.93 58302.89 15.07 124883.60 379.75 23409.43 22.75
Sg:gtalokatehln n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

kumarini

umbeliferon 38098.24 29.88 167.67 2.93 40423 345 3828.62 2593 299.05 20.32 257.83 n.d. 786.51 135.09 95.84 7.23
eskuletin 117.85  1.47 0.74 n.d. 1.74 5.68 17.51 n.d. 0.74 n.d. 2.37 n.d. 10.21 n.d. 0.84 nd.

skopoletin 31.82 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

lignani

matairezinol 4620.08 461.28 1423.32 223.18 122.21 494357 1222.94 1124.00 122294 57518 351.08 144571 439.32 880.76 161.83 162.45
sekoizolaricirezinol 1184.28 599.40 1576.82 235.83 12.84 n.d. 650.41  79.57 71.64 n.d. 11.75 n.d. 12857 12.84  31.08 5.47

n.d — nije detektovano
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8.1.2. GC-MS analiza etarskih ulja
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Tabela 8.2. Odredene koli¢ine terpenoidnih komponenti u etarskim uljima iglica i SiSarki vrsta roda Juniperus izrazenim u procentima

J. communis J. macrocarpa J. excelsa J. sibirica J. foetidissima J. oxycedrus J. sabina J. phoenicea
R kK Jedinjenje g & 3 2 g 2 3 2 g 2 3 2 g 2 g 2
tabl ) 5 2 5 2 5 2 > 2 > 2 > 2 5> 2 5> 2
= 5% = 5% = 57 = 5% = 5% = 57 = 5% = 5%
5.07 927 930 a-tujen 44 1.8 - - - - - - 25 1.3 - - 2.0 15 - -
521 935 939 a-pinen 24.3 36.6 494 47.8 309 767 74.5 50.1 34 35 23.7 75.6 2.7 2.4 436 743
5.46 951 954 kamfen - - - - - - 0.5 0.4 - - - - - - - 0.4
582 972 aromat. jedinjenje . . : : : . - 03 . . : : . . -
sli¢no cimenu
5.87 975 975 sabinen 36.3 18.6 - 7.2 - - - - 399 299 - 0.6 54.3 60.9 0.5 0.5
5.94 979 979 f-pinen 24 31 2.0 24 0.7 24 48 3.7 - - 14 2.6 - - 1.0 2.3
6.11 989 991 B-mircen 4.7 8.6 2.0 10.3 0.9 25 2.8 6.4 42 43 43.2 2.3 43 55 3.0 25
6.39 1006 1003 a-felandren 0.9 - - - - - 0.6 - - - - - - - 1.9 0.3
6.50 1012 8-3-karen - - - - 39 0.8 - - - - - - - - - -
6.60 1018 1017 a-terpinen 2.1 0.9 - - - - - - 6.7 2.9 - - 2.8 1.6 - -
6.74 1026 1025 p-cimen 13 - - - - - - - - 14 - - - - 0.6 -
6.82 1031 1029 limonen 74 3.9 - 1.9 14.8 5.8 - 15 3.6 2.6 9.7 8.1 31 3.9 - -
6.84 1032 1030 B-felandren - - 38 - - - 35 - - - - - - - 134 27
735 1062 1060 y-terpinen 4.0 1.8 - - 0.4 0.7 - - 10.1 4.7 - - 4.5 2.7 - -
752 1071 monoterpc_:n sli¢an V- _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 0.4 _ _
terpinenu
790 1093 1089 a-terpinolen 2.0 14 - - 0.5 0.7 - 1.2 2.8 2.4 0.8 - 1.7 2.0 0.6 0.3
824 1113 1102 B-tujon - - - - - - - - 0.9 - - - - - - -
843 1125 1114 a-tujon - - - - - - - - 0.7 - - - - - - -
949 1190 1177 4-terpineol 5.8 2.0 - - - - - - 17.0 8.2 - - 6.6 2.9 - -
9.69 1202 1189 a-terpineol - - - - - - - - - - - - - - 0.6 -
10.63 1265 citronelal - - - - - - - - - - - - 6.8 - - -
11.04 1295 1289 bornil-acetat - - - - - 0.5 - - - - 0.7 - - - - -
11.09 1299 1291 sabinil-acetat - - - - - - - 0.6 - - - - - - - -
11.68 1345 1338 5-elemen - - - - - - - - - - - - - 0.5 - -
11.78 1354 1349 terpinil-acetat - - - - - - - - - - - - - - 6.5 1.1
11.82 1357 1351 a-kubeben - - - 2.0 - - - - - - - - - - - -
1214 1384 1377 a-kopaen - - - 05 - - - - - - - 05 - - - -
1229 1398 1391 B-elemen - 0.9 - - - - 0.6 0.7 - - - - 0.3 0.4 0.8 0.4
1244 1411 seskviterpen - - 0.7 - - - - - - - - - - - - -
1259 1425 1415 B-funebren - - - - 2.2 0.6 - - - - - - - - - -
12.64 1430 1419 trans-kariofilen 0.8 24 1.9 11 - - - 1.2 - 0.9 1.6 0.7 0.4 0.6 3.6 29
12.67 1433 seskviterpen - - - - 0.6 - - - - - - - - - - -
12.72 1438 1437 y-elemen - 1.1 - - - - 1.0 1.2 - - - - 0.4 0.7 0.8 0.2
12.77 1443 1431 tujopsen 0.4 - - - 05 - - - - - - - - - - -
1293 1459 1450 muurola-3,5-dien - - - - 0.2 - - - - - - - - - 0.6 -
12.98 1464 1455 a-humulen 0.7 21 1.7 11 - - 04 13 - 0.9 1.6 0.6 - - 2.2 15
1314 1480 1477 trans'kagi':r?'l(e)"" - - - - 04 - - - - - - - - - 16 -
13.17 1483 1485 a-amorfen - - 1.3 1.0 - - - 0.6 - - 1.0 - - - - 0.3
13.24 1491 1485 germakren D - 6.2 18.1 135 11 - 43 143 0.7 6.0 114 3.7 - 0.9 8.3 7.3
13.30 1498 1490 B-selinen - - - - - - - 0.5 - - - - - - - -
trans-muurola-
13.24 1491 1494 4(14) 5-dien 1.1 - - - - 0.7 - - - - - - 0.6 - - -
13.36 1503 1500 seskviterpen - - - - 1.0 - - - - - - - - - 24 -
13.38 1506 1500 a-Muurolen - - - 13 - - 1.0 15 0.8 0.7 1.2 - 0.8 - - 0.7
13.38 1506 1500 biciklogermakren - 1.8 - - - - - - - - - - - - - -



13.52 1521 ? - - - - 0.5 - - - - - - - - - - -
13.53 1522 1514 v-kadinen - 0.3 2.9 1.6 - - 0.5 0.7 0.6 - 0.7 1.3 0.7 0.5 0.8 0.3
1355 1524 seskviterpen - - - - 0.5 - - - - - - - - - - -
13.59 1529 1523 S-kadinen 0.7 1.3 2.3 2.1 0.8 - 15 2.2 2.9 0.8 3.0 3.1 2.8 1.2 2.6 0.9
13.63 1533 1530 zonaren - - - - - - - - - - - - - - 0.5 -
13.73 1546 1539 a-kadiden - - - - - - - - - - - - 0.4 - - -
13.82 1556 1550 elemol - - - - - - - 0.6 - - - - 14 1.0 0.5 -
13.88 1563 1553 seskviterpen - - 0.8 - - - - - - - - - - - - -
13.96 1572 1561 germakren B 0.7 4.6 - - - - 4.0 5.2 - 0.6 - - 1.0 2.2 1.6 0.9
1410 1589 seskviterpen - - - - - - - 3.2 - 0.3 - - - 0.5 - -
1415 1596 seskviterpen - - 0.8 - - - - - - - - - - - - -
1428 1612 1595 salvial-4(14)-en-1-on - - - - 2.4 0.4 - - - - - - - - - -
1438 1625 1601 kedrol - - - - 37.4 77 - - - - - - - - - -
1439 1626 seskviterpen - - 14 - - - - - - - - - 04 - - -
1453 1645 1629 1-epi-kubenol - - 1.1 - 0.3 - - - - - - - - - 1.1 -
14.63 1658 1640 epi-a-kadinol - - 1.1 0.9 - - - 0.9 14 0.5 - - 0.8 - - -
1474 1673 1654 a-kadinol - - - 0.7 - - - 1.7 1.7 0.9 - - 1.2 0.8 0.8 -
1476 1675 seskviterpen - - 2.2 - - - - - - - - - - - - -
1502 1711 16gg  Cudezma-d(lS) - - - 0.9 - - - - - - - - - - - - -
dien-1-B-ol
17.23 2050 1998 manoil-oksid - - 0.9 3.8 - - - - - - - 0.9 - - - -
17.34 2068 diterpen - - - - - - - - - 0.7 - - - 0.3 - -
17.39 2077 2023 abieta-8,12-dien - - - - - - - - - 0.8 - - - 0.6 - -
1758 2106 2057 abietatrien - - 1.1 - - - - - - - - - - - - -
17.75 2135 2088 abietadien - - 3.6 0.8 0.2 0.5 - - - 8.6 - - - 35 - -
18.13 2196 2154 ab'em_sgli:,z'ls(w)_ i i - - - - - - - 0.9 - - - 03 - -
1835 2232 2185 sandarakfgi;laradien- ) ) ) ) ) ) ) ) ) 05 ) ) ) ) ) )
18.53 2262 diterpen - - - - - - - - - 1.0 - - - - - -
18.60 2273 diterpen - - - - - - - - - 0.8 - - - - - -
18.96 2332 2299 4-epi-abietal - - - - - - - - - 8.5 - - - 12 - -
19.04 2346 2313  abieta-7,13-dien-3-on - - - - - - - - - 0.9 - - - 11 - -
19.25 2380 2344 4-epi-abietol - - - - - - - - - 0.6 - - - - - -
19.43 2410 diterpen - - - - - - - - - 0.7 - - - - - -
19.57 2432 2402 abietol - - - - - - - - - 3.2 - - - - - -
monoterpenski 898  76.7 572 696 521 896 867 636 732 530 788 892 754 80.9 646 833
ugljovodonici
oksidovani 58 2.0 0.0 0.0 00 05 00 06 186 8.2 07 00 134 29 71 11
monoterpeni
seskviterpeni 2.6 19.1 28.9 20.5 415 7.7 11.3 23.2 15 9.4 16.8 55 3.3 5.8 21.8 142
oksidovani. 18 16 8.3 53 59 17 20 6.6 66 22 37 44 79 35 64 12
seskviterpeni
diterpeni 0.0 0.0 5.6 4.6 0.2 0.5 0.0 0.0 0.0 19.3 0.0 0.9 0.0 5.8 0.0 0.0
ukupno 100.0 994 100.0 100.0 99.7 100.0 100.0 100.0 99.9 92.1 100.0 100.0 100.0 989 99.9 99.8
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8.2. Antioksidantni potencijal

8.2.1. Neutralizacija DPPH’ radikala
Tabela 8.3. Neutralizacija DPPH" radikala
(J. communis/iglice; J. communis/Sisarke; J. macrocarpa/iglice - ekstrakti)

Apsorbancija RSCpppH (%)

Radna
konc. A1 Az A3 Akor RSCl RSCZ RSC3

(ng/mL)

Srednja
vrednost

J. communis/iglice 100
2.60 0.347 0.306 0.366 0.059 14.49 26.71 8.93 16.71 /,//"77
520 0.2400.272 0.284 0.048 43.12 33.48 29.88 35.50
10.40 0.1700.173 0.133 0.044 62.57 61.81 73.66 66.01 g %
20.83 0.058 0.061 0.062 0.043 95.60 94.71 94.51 94.94 § 4(,‘%
41.67 0.074 0.066 0.069 0.049 92.48 94.82 93.99 93.76

83.33  0.063 0.065 0.065 0.048 95.48 94.88 94.93 95.10 {
166.67 0.049 0.050 0.050 0.033 95.47 95.23 95.17 95.29 s A e
Kontrol 0.396 0.372 0.367 0.041 6.56 6.78 6.97 e encentacia Gom)
ICso 6.77
(ugimL) 656 678 697 b,
J. communis/$isarke ol 7\

2.60 0.410 0.399 0.434 0.052 -6.06 -2.99 -13.23 -7.43
5.20 0.374 0.398 0.404 0.047 2.80 -4.24 -591  2.80
10.40 0.356 0.368 0.321 0.038 555 2.12 1597 7.88 /

(%)
.

20.83 0.265 0.264 0.246 0.040 33.31 33.61 38.97 3530  © g/

41.67 0.1790.1250.163 0.033 56.87 72.82 61.43 63.71 i /

83.33 0.057 0.060 0.062 0.049 97.57 96.86 96.27 96.90 oﬁ .
166.67 0.050 0.051 0.053 0.031 94.42 94.27 93.67 94.12 Racna koncenvaca (sgml)
Kontrol  0.396 0.372 0.367 0.041
(“:5;%_) 35.42 3315 3194 o3 o N e

J. macrocarpa/iglice "

260 0.3640.368 0.395 0.051 7.33 596 -187 6.64 el |

520 0.3230.3510.335 0.048 1851 10.26 14.84 14.54 ' "

1040 0.268 0.238 0.210 0.037 31.65 40.34 48.66 40.22 % }

20.83 0.078 0.157 0.066 0.043 89.73 66.30 93.36 89.73 &r

41.67 0.068 0.050 0.052 0.033 89.60 94.96 94.16 92.91 N
83.33  0.050 0.049 0.050 0.038 96.19 96.53 96.36 96.36 R TI
166.67 0.054 0.045 0.048 0.032 93.50 96.12 95.26 94.96 Grafik 8.1. Zavisnost RSCpppy — radna
Kontrol 0.396 0.372 0.367 0.041 koncentracija ekstrakta
-------------------------------------------------------------------------- J. communis/iglice

ICso 1207 1212 1060 L160 J. communis/sisarke
(ng/mL) +0.86 J. macrocarpa/iglice
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Tabela 8.4. Neutralizacija DPPH" radikala
(J. macrocarpa/sisarke; J. excelsa/iglice; J. excelsa/sisarke - ekstrakti)

Apsorbancija RSCpppH (%)

Radna
konc. A1 Az A3 Akor RSCl RSCZ RSC3

(ng/mL)

Srednja
vrednost

J. macrocarpa/sisarke 1 ) /,.,,,,,,,ffﬂ
41.67 0.1850.2050.199 0.051 15.62 270 6.49 8.27 /}/

83.33 0.1740.187 0.173 0.051 2251 14.41 2329 20.07 | ./
166.67 0.146 0.177 0.157 0.046 37.07 17.92 30.45 28.48
333.33 0.109 0.116 0.112 0.049 62.08 57.45 60.29 59.76 %
666.67 0.073 0.087 0.102 0.049 84.56 75.97 66.71 75.75 }}
1333.33 0.056 0.058 0.057 0.048 95.08 93.85 94.15 94.36 -
2666.67 0.081 0.065 0.057 0.056 84.82 94.41 99.65 92.96 T ity
Kontrol 0.197 0.218 0.212 0.049

RSCDPF‘H' %

J. excelsa/iglice
0.16 0.1790.179 0.200 0.043 7.74 7.84 -6.18 7.84 " P
0.33 0.1880.197 0.193 0.044 230 -3.77 -1.18 2.30 7 g
0.65 0.1640.1780.182 0.044 1794 8.49 6.13 10.85 _ e
1.30 0.138 0.156 0.147 0.042 34.96 22.27 28.33 22.27
2.60 0.1130.1320.132 0.043 51.81 39.17 39.15 43.38

40

RSC,,

520 0.080 0.096 0.088 0.045 75.95 64.78 70.73 70.48 y

10.40 0.054 0.054 0.054 0.044 93.60 93.51 93.01 93.37 e —
Kontrol 0183 0197 0192 0043 Radna koncentracija (ug/mL)

ICs0 3.45
wgml) 243 359 33 7

J. excelsa/sisarke
2.60 0.1730.1710.175 0.078 43.31 44.55 42.03 43.30
520 0.1030.136 0.139 0.053 70.06 50.42 48.56 56.35 fr : :
10.40 0.057 0.073 0.076 0.046 93.06 83.58 81.76 86.13
20.83  0.060 0.060 0.076 0.053 95.83 95.70 86.24 92.59 j
41.67 0.062 0.060 0.068 0.050 92.94 93.96 89.12 92.00
83.33  0.059 0.059 0.059 0.049 94.11 94.16 94.05 94.11
166.67 0.066 0.074 0.062 0.050 90.67 86.14 92.84 89.88

- (%)

RSC,

Kontrol 0.211 0.220 0.221 0.050 T m s & % o e o 0 1o
|C50 3 96 5 16 5 39 528 Radna koncentracija (ug/mL)
(ug/mL) ' ' ' +0.16 Grafik 8.2. Zavisnost RSCpppyy — radna

koncentracija ekstrakta
J. macrocarpa/sisarke;
J. excelsaliglice;
J. excelsa/sisarke
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Tabela 8.5. Neutralizacija DPPH" radikala
(J. sibirica/iglice; J. sibirica/sisarke; J. foetidissima/iglice - ekstrakti)

Apsorbancija RSCpppH (%)

Radna Srednja

konc. Ar A, A; Awr RSC; RSC, RSGC; vrednost
(ng/mL).

J. sibirica/iglice 100

2.60 0.168 0.167 0.167 0.041 8.10 8.36 8.71 8.39 ol i : '

5.20 0.1450.126 0.116 0.044 26.70 40.74 47.68 38.37 ““

10.40 0.061 0.058 0.068 0.054 94.79 97.06 89.45 93.76 5 "1

20.83 0.065 0.056 0.059 0.045 85.14 91.48 89.86 88.83 f 40

41.67 0.098 0.078 0.057 0.045 61.49 75.85 91.22 91.22 ol

83.33 0.060 0.061 0.060 0.044 89.07 87.83 88.66 88.52 ‘

166.67 0.064 0.063 0.064 0.047 87.34 88.22 87.16 87.57 R (u;%/:n ! o w0 w0
Kontrol 0.225 0.226 0.209 0.036
(“:;rﬁ’l_) 541 529 525 oo

J. sibirica/sisarke

2.60 0.187 0.190 0.188 0.047 15.21 13.55 1454 14.44 " }//””:”*77}

5.20 0.1800.179 0.180 0.048 20.73 21.20 20.84 20.92 .

10.40 0.152 0.161 0.168 0.048 36.82 31.89 27.63 32.11 - _

20.83 0.1230.123 0.122 0.049 55.14 55.50 56.04 55.56 : .

41.67 0.056 0.066 0.067 0.046 93.85 88.14 87.10 89.70 ® §

83.33 0.065 0.064 0.065 0.064 99.46 99.94 99.10 99.50 i

166.67 0.063 0.070 0.067 0.049 91.74 87.29 89.04 89.35 e
Kontrol 0.200 0.204 0.203 0.036 Racha konceniracia g
(u'gfrﬁ’l_) 16.7 17.58 18.39 18:22*

J. foetidissima/iglice

0.16 0.168 0.162 0.158 0.043 9.48 14.24 16.84 13.52 100+ .

0.33 0.1530.158 0.184 0.044 20.38 17.22 -2.13 18.80 ol . /,//

0.65 0.139 0.146 0.159 0.044 31.47 25.87 17.01 24.78

1.30  0.1230.155 0.165 0.046 44.54 21.28 13.74  26.52 £

2.60 0.098 0.119 0.119 0.046 62.69 47.48 47.12 52.43 g o

520 0.063 0.067 0.069 0.047 88.65 85.15 83.98 84.57 Lt

10.40 0.052 0.055 0.056 0.046 95.65 92.97 92.43 93.68 #
Konwol 01e2047201790048 T e
(H:;é;b 1.57 248 2.68 zd?ff Grafik 8.3. Zavisnost RSCope —radna

koncentracija ekstrakta
J. sibirica/iglice;

J. sibirica/$isarke;
J. foetidissima/iglice
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Tabela 8.6. Neutralizacija DPPH" radikala
(J. foetidissima/sisarke; J. oxycedrus/iglice; J. oxycedrus/sisarke - ekstrakti)

Apsorbancija RSCpppH (%)

Radna Srednja
konc. A; A A; A« RSC; RSC, RSCs
(ug/mL) vrednost

J. foetidissima/sisarke .
0.16 0.180 0.159 0.147 0.045 -12.98 4.89 1450 9.69
0.33 0.1940.187 0.195 0.045 -23.67 -17.78 -24.98 -22.15 ]
0.65 0.189 0.189 0.192 0.043 -21.65 -21.95 -24.44 -22.68 '
1.30 0.1640.1710.168 0.044 0.36 -599 -331  0.36
2.60 0.049 0.145 0.140 0.046 97.54 17.56 21.03 45.37
520 0.086 0.105 0.090 0.045 65.57 50.35 62.53 59.49 ﬁ A R
10.40 0.055 0.055 0.061 0.045 91.92 91.79 87.05 90.26 T ety
Kontrol 0.187 0.173 0.154 0.052
(“[g?rﬁ’L) 368 513 425 07

J. oxycedrus/iglice o
0.16 0.2130.216 0.206 0.045 -4.45 -6.22 -0.25 -3.64
0.33  0.199 0.207 0.205 0.044 3.76 -1.39 0.09  1.93 —
0.65 0.1920.200 0.198 0.044 811 3.22 484 539 s o
1.30  0.169 0.168 0.159 0.043 21.77 22.12 28.06 21.94
2.60 0.2050.179 0.151 0.044 0.37 16.41 33.68 33.68 . .
5.20 0.0850.109 0.100 0.044 74.39 59.87 65.48 66.58
10.40 0.169 0.057 0.060 0.046 23.90 93.42 91.63 92.53 of R
Kontrol 0.213 0.206 0.194 0.043 Redha koncerracla gt
(u:g(/:;?L) 311 400 375 0%

J. oxycedrus/sisarke
4167 0.1720.188 0.173 0.047 21.76 11.87 21.49 18.37 P
83.33 0.1380.149 0.145 0.054 47.10 4054 42.71 43.45 i /}'/
166.67 0.1030.131 0.128 0.047 64.71 47.21 49.15 64.71
333.33  0.0720.080 0.075 0.049 86.02 80.82 83.61 83.48 g
666.67 0.057 0.061 0.058 0.049 95.44 92.63 94.84 94.30 %
1333.33 0.056 0.057 0.057 0.051 96.64 96.32 96.22 96.39 |
2666.67 0.080 0.063 0.065 0.064 90.00 98.25 99.55 95.93 %
Kontrol 0.172 0.188 0.173 0.047 0w ww  mw  me  me  aw
——————————————————————————————————————————————————————————————————————————— Radna koncentracija (ug/mL)
(p:gcllr?r;)L) 96.03 116.73 102.99 iggég Grafik 8.4. Zavisnost RSCpppy — radna

koncentracija ekstrakta

J. foetidissima/sisarke;
J. oxycedrus/iglice;
J. oxycedrus/sisarke
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Tabela 8.7. Neutralizacija DPPH" radikala
(J. sabina/iglice; J. sabina/sisarke; J. phoenicea/iglice - ekstrakti)

Apsorbancija RSCpppH (%)
Radna Srednja
kone. A; A, A; Aw RSC; RSC, RSCs )
vrednost
(ng/mL)

100 4 » ]

J. sabina/iglice
2.60 0.1330.137 0.14 0.055 49.61 47.06 44.54 47.07047
520 0.0890.114 0.09 0.056 78.43 62.60 77.58 72.86973 g
10.40 0.0750.077 0.07 0.072 98.06 96.92 98.55 97.84322 o
20.83 0.056 0.067 0.06 0.054 98.76 91.44 94.32 94.84039
41.67 0.064 0.058 0.06 0.053 92.92 96.77 90.49 93.39132
83.33 0.059 0.058 0.05 0.045 90.96 91.57 91.62 91.38467 s AR
166.67 0.068 0.073 0.07 0.068 99.60 96.29 98.84 98.24391 Rednaoncentecia bomt)
Kontrol 0.133 0.137 0.14 0.055

8o T

RSC,

J. sabina/sisarke 100
0.65 0.1940.210 0.208 0.043 7.89 -1.33 -0.25 7.89 /j
1.30  0.200 0.214 0.206 0.044 537 -3.46 177  3.57 -
2.60 0.1910.201 0.205 0.045 1151 554 3.01  6.69
520 0.1810.1730.185 0.045 17.57 22.81 15.04 18.47
10.40 0.140 0.162 0.158 0.056 49.17 35.99 38.04 37.01
20.83 0.107 0.131 0.132 0.045 61.99 47.35 47.30 52.22 .
41.67 0.073 0.078 0.080 0.044 82.73 79.91 78.48 80.37 0 0 Radnakonz‘gmja(“jmu o
Kontrol 0.214 0.210 0.197 0.042

ICso 18.16
(ug/mL) ' ' 4240

J. phoenicea/iglice

2.60 0.1250.152 0.163 0.049 42.79 22.61 14.39 26.59 N I :
520 0.072 0.099 0.106 0.051 84.50 63.97 58.93 69.13 “1
10.40 0.055 0.060 0.064 0.047 94.20 90.55 87.15 90.63 - SJ
20.83 0.058 0.054 0.057 0.048 92.57 94.99 93.07 93.55 &l
41.67 0.059 0.067 0.073 0.058 99.21 93.12 88.73 93.69 € f
83.33 0.064 0.060 0.055 0.052 91.11 93.89 97.69 94.23 1
166.67 0.061 0.059 0.058 0.052 93.06 95.03 95.21 94.44 R T AT TR A
Kontrol 0.125 0.152 0.163 0.049 Radna koncentracia (g/mt)

|C50 4.36 Grafik 8.5. Zavisnost RSCDPPH' —radna
(ng/mL) 284 411 462 +0.36 koncentracija estrakta
J. sabina/iglice;
J. sabina/siSarke;

J. phoenicea/iglice

er (%)

40

RSC,
-

-
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Tabela 8.8. Neutralizacija DPPH" radikala
(J. phoenicea/sisarke - ekstrakt; BHA; BHT - standardi)

Apsorbancija RSCpppH (%)
Radna Srednja
konc. A, A, As Ae  RSC; RSC, RSCs )
vrednost
(ng/mL)

J. phoenicea/sisarke 0.
41.67 0.1840.182 0.182 0.049 1596 17.15 16.96 16.69 — :
83.33 0.1340.168 0.159 0.046 45.00 23.69 29.31 32.67 ]
166.67 0.122 0.142 0.132 0.045 51.78 39.10 45.18 45.35
333.33 0.0830.084 0.113 0.047 76.95 76.85 58.75 70.85 S ol %
666.67 0.062 0.090 0.056 0.045 89.54 72.05 92.99 84.86 }
1333.33 0.057 0.057 0.058 0.052 97.15 97.42 96.41 96.99
2666.67 0.069 0.066 0.059 0.049 87.46 89.42 93.95 90.28 |
Kontrol 0.184 0.182 0.182 0.049 Radnaencentecia (o)

ICso 206.42
(ug/mL) 121.26 201.48 211.35 +6.98

60 o

(%)

RSC

20/
H

2.60 0.2310.231 0.230 0.045 526 515 592 544
521 0.197 0.239 0.210 0.048 24.15 2.47 17.25 14.62 ¥
10.42 0.162 0.178 0.186 0.048 41.97 34.09 29.72 35.26
20.83 0.087 0.073 0.083 0.044 78.44 8564 80.28 81.45
41.67 0.0650.061 0.062 0.046 90.31 92.46 91.89 91.55
83.33 0.058 0.056 0.056 0.045 93.35 94.32 94.23 93.97 |
166.67 0.056 0.055 0.055 0.046 94.53 95.04 94.99 94.85
Kontrol 0.222 0.224 0.229 0.036 o % e W N0 B W %

Radna koncentracija (ng/mL)

o )

RSC
&
—e—

ICso 12.39
(ug/mL) ' ' ¥ 4115

2.60 0.2240.216 0.223 0.044 811 1238 864 9.71
521 0.1940.188 0.194 0.055 29.14 3220 29.42 30.26
1042 0.1150.141 0.143 0.046 64.78 5149 5052 55.60 5

20.83 0.064 0.058 0.061 0.045 90.64 93.64 92.17 92.15 = E
41.67 0.054 0.060 0.058 0.045 9512 91.97 93.00 93.36 |
83.33 0.050 0.058 0.063 0.046 93.55 94.21 91.33 93.03 |
166.67 0.058 0.056 0.060 0.045 93.45 94.81 92.78 93.68 -
Kontrol 0.222 0.224 0.229 0.036 T E e

ICso 8.80 Grafik 8.6. Zavisnost RSCpppy — radna
(ng/mL) 7779260938 4490 koncentracija estrakta i standarda
J. phoenicea/sisarke
BHA;
BHT

RSC,,

?
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Tabela 8.9. Neutralizacija DPPH' radikala
(J. communis/iglice; J. communis/$isarke; J. macrocarpa/iglice — etarska ulja)

Apsorbancija RSCpppH (%)
Radna Srednja
konc. Ar A A; Awr RSC; RSC, RSC; vrednost
(uL/mL)
J. communis/iglice
0.521 0.1910.213 0.216 0.043 15.65 3.19 161 6.81
1.042 0.198 0.221 0.232 0.070 27.17 13.85 7.57 10.71
2.083 0.2300.2250.216 0.061 4.18 7.08 1220 12.20 <
4,167 0.186 0.195 0.190 0.071 34.59 29.28 32.18 32.02 ;
8.333 0.1300.149 0.167 0.049 53.92 42,96 32.78 53.92 2
16.667 0.095 0.099 0.093 0.046 72.44 69.88 73.38 71.90
33.333  0.071 0.090 0.063 0.059 92.89 82.36 97.55 90.93
Kontrola 0.234 0.212 0.211 0.043
(“5;;1) 747 852 830 S0
J. communis/Sisarke
0.521 0.216 0.222 0.223 0.042 9.22 5.94 549 6.88
1.042 0.216 0.2150.215 0.043 951 9.84 9.83 9.73
2.083 0.220 0.216 0.200 0.044 7.67 9.98 18.07 11.90 .
4,167 0.2120.1850.186 0.045 12.35 26.62 26.31 21.76 :
8.333  0.156 0.160 0.121 0.045 42.23 39.81 60.65 47.56 ¢
16.667 0.074 0.072 0.066 0.045 85.18 85.90 89.23 85.54
33.333 0.109 0.081 0.066 0.054 71.14 85.54 93.74 83.47
Kontrola 0.247 0.234 0.230 0.046
(H'L%T;’L) 895 890 693 %
J. macrocarpa/iglice
0.521 0.201 0.211 0.211 0.044 -16.44 -23.98 -23.86 -42.86
1.042 0.1710.182 0.213 0.049 10.03 1.88 -21.48 5.96
2.083 0.1710.1720.174 0.049 10.00 9.19 730 8.83
4,167 0.139 0.143 0.152 0.052 35.38 32.27 26.18 31.28 3
8.333 0.1050.115 0.116 0.057 64.01 56.56 55.97 56.27 g
16.667 0.097 0.091 0.093 0.072 81.77 85.95 84.11 83.95
33.333 0.107 0.136 0.111 0.094 90.43 68.48 87.38 82.10
Kontrola 0.159 0.204 0.212 0.057
(H'L%’L) 6.17 7.44 7.07 160'?5

100 4

60

404

204

100 4

804

60

404

204

0

Grafik 8.7. Zavisnost RSCpppy — radna
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Tabela 8.10. Neutralizacija DPPH" radikala
(J. macrocarpa/sisarke; J. excelsa/iglice; J. excelsa/sisarke — etarska ulja)

Apsorbancija RSCpppH (%)
e A. A A; Ae RSC; RSC, RSC, Srednia
(uL/mL) vrednost m_
J. macrocarpa/sisarke -

0521 02210223 0.230 0.044 246 -3.06 -7.56 -8.72
1.042  0.2200214 0.210 0050 184 509 7.32 475 . /
2083 0.2080.209 0.217 0.047 7.00 6.85 205 530 I, )
4167 0.2000.202 0.203 0.045 1051 9.38 889 9.5 i {
8.333  0.166 0.176 0.175 0.048 31.69 26.29 26.51 28.16 1/
16.667 0.099 0.109 0.101 0.049 71.28 65.35 70.19 68.94 H/ —
33.333  0.070 0.069 0.068 0.053 90.10 90.92 91.06 90.69 Rades oncanacs (L)
Kontrola 0.217 0.220 0.216 0.045
(“}%’L) 11.39 12.91 12.06 i(z)%

J. excelsa/iglice 100
0521 0.1930.215 0.217 0.056 12.95 -0.82 -1.77 3.45
1042 0.199 0.204 0.205 0.044 1.90 -122 -1.72 1.90 A
2083 0.1920.190 0.198 0.049 9.48 1120 581 8.83 = 7
4167 0.1820.174 0.182 0.044 1291 17.73 1245 14.36 4
8.333 0.170 0.155 0.160 0.046 2163 3131 27.90 29.60 ;
16.667 0.1250.118 0.124 0.045 49.82 53.88 50.34 5135
33333 0.093 0.083 0.083 0.047 71.03 77.41 77.35 7527 e
Kontrola 0.218 0.193 0.197 0.044 Fedatonsentaci oy
(“'L%’L) 1691 1497 1643 Lo

J. excelsa/sisarke 0
0521 0.104 0201 0.205 0.043 6.40 198 086 4.19
1042 0,199 0222 0.193 0.054 10.00 -386 13.87 10.00 ]
2083 0.1610.173 0.200 0.050 30.70 2322 671 6.71 z o -
4167 0.1580.166 0.182 0.043 28.77 23.36 13.68 21.94 4 ”?L
8.333 0.134 0.162 0.162 0.044 43.63 26.39 26.76 32.26 i
16.667 0.108 0.126 0.138 0.045 60.81 49.86 42.45 51.04
33333 0.089 0.108 0.116 0.051 76.78 64.94 59.48 67.07 e
Kontrola 0.197 0.209 0.211 0.045 redatonsentaci ey
ICso 1083 1850 22.21 2936 Graffﬁféﬁfﬁﬁ?&iiﬁggﬁﬁ{ rache
(uL/mL) : : 2l o2

J. macrocarpa/sisarke;
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Tabela 8.11. Neutralizacija DPPH" radikala
(J. sibirica/iglice; J. foetidissima/iglice; J. foetidissima/sisarke — etarska ulja)

Apsorbancija RSCpppH (%)
Radna Srednja
konc. A; A, As; A« RSC; RSC, RSC,
(uL/mL). vrednost
J. sibirica/iglice
0.521  0.201 0.203 0.190 0.041 3.08 2.01 9.33 481
1.042 0.199 0.183 0.192 0.045 6.26 16.26 11.02 11.18 . —
2.083 0.1850.159 0.185 0.042 13.46 29.37 13.36 18.73
4167 0.1680.177 0.168 0.052 29.97 24.45 30.05 28.16 :
8.333  0.1350.134 0.134 0.040 42.66 42.75 42.89 42.70 g« )
16.667 0.092 0.088 0.097 0.051 74.87 77.25 71.87 74.66 }
33.333  0.0710.078 0.071 0.047 85.96 81.48 85.94 84.46 #
Kontrola 0.208 0.211 0.212 0.045 8.89 8.73 8.49 iy T
(HS;’L) 889 873 849 570
J. foetidissima/iglice
0.521  0.200 0.181 0.195 0.046 1.86 13.89 4.86  6.87
1.042 0.1910.187 0.189 0.044 6.00 9.03 7.78  7.61 — *
2.083 0.1840.1930.172 0.044 10.95 4.93 1873 11.54 ] -
4167 0.169 0.166 0.164 0.053 25.95 28.22 29.26 27.81 ‘
8.333  0.1380.137 0.133 0.044 40.06 40.40 43.24 41.23 g °
16.667 0.110 0.106 0.108 0.048 60.94 63.22 62.02 62.06 ol
33.333 0.084 0.079 0.076 0.057 82.81 86.19 87.78 85.59 Jﬁ e
Kontrola 0.216 0.209 0.182 0.045 T ey
(H'L%;’L) 11.46 11.47 10.71 i(l):ill
J. foetidissima/sisarke
0521 0.1790.181 0.181 0.043 -8.72 -10.21 -10.32 -9.75
1.042 0.1680.193 0.175 0.044 0.39 -19.39 -4.86  0.39
2.083 0.1680.1750.178 0.045 1.29 -4.01 -6.43 1.29 ]
4167 0.156 0.169 0.163 0.047 12.74 209 721  7.35 :
8.333 0.1430.1630.163 0.049 24.61 805 847 1371 g I
16.667 0.136 0.157 0.149 0.053 33.54 16.80 23.31 24.55 J/(/%
33.333  0.160 0.150 0.169 0.079 34.49 42.90 27.98 35.12 et 1
Kontrola 0.167 0.164 0.175 0.044 DT sakeenmia gy
I1Csg >33.333 Grafik 8.9. Zavi_s:nost RSCDpij' —radna
(uL/mL) koncentracija etarskog ulja

J. sibirica/iglice;
J. foetidissima/iglice;
J. foetidissima/sisarke
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Tabela 8.12. Neutralizacija DPPH" radikala
(J. oxycedrus/iglice; J. oxycedrus/sisarke; J. sabina/iglice — etarska ulja)

Apsorbancija RSCpppH (%)
Radna Srednja
konc. A1 Az A3 Akor RSCl RSCZ RSC3 vrednost
(uL/mL)
J. oxycedrus/iglice 00

0.521 0.1780.171 0.172 0.043 297 7.85 6.73 585
1.042 0.160 0.168 0.167 0.046 18.18 11.95 13.02 14.39
2.083 0.169 0.161 0.158 0.058 20.75 26.12 28.70 25.19

80

60 - B ///j

40 /{/////

RSC,pp (%)

4167 0.1630.1710.1730.046 1594 972 851 12.23 o
8.333  0.154 0.154 0.159 0.048 24.03 24.02 20.41 22.22 o

16.667 0.1310.138 0.136 0.051 42.39 37.76 39.42 39.86 %

33.333 0.1310.137 0.127 0.075 59.80 55.06 62.41 59.09 R R
Kontrola 0.169 0.186 0.203 0.047

(“}%’L) 24.32 27.78 24.52 ﬁ:gj

J. oxycedrus/sisarke
0521 0.1830.171 0.172 0.048 -21.68 -11.12 -11.92 -14.91
1.042  0.166 0.171 0.168 0.047 -7.30 -12.01 -9.74 -9.68 —
2.083 0.152 0.160 0.149 0.049 7.50 0.24 10.51 6.09
4167 0.144 0.153 0.140 0.055 19.21 11.08 23.59 17.96
8.333  0.127 0.126 0.120 0.050 29.97 31.44 36.26 32.56

100 4

60

404

RSC,,.. (%)

16.667 0.103 0.101 0.097 0.070 70.20 71.41 7546 70.81 )/},
33.333  0.092 0.090 0.092 0.076 85.97 87.79 85.98 86.58 B
Kontrola 0.179 0.180 0.182 0.069 Radna koncentacia (sLim )
(“'L%’L) 11.56 11.26 12.79 iégz
J. sabina/iglice
0.521  0.154 0.161 0.174 0.045 10.03 4.34 -6.86 7.18
1.042  0.157 0.155 0.168 0.045 7.65 9.04 -1.78 8.34
2.083 0.176 0.158 0.161 0.047 -6.69 8.38 520 6.79 %

4.167 0.146 0.151 0.153 0.050 21.04 16.30 14.53 17.29
8.333  0.140 0.158 0.154 0.048 24.02 9.32 12.80 1841

RSC,pp (%)
\

40 -

e
16.667 0.110 0.129 0.129 0.053 52.43 36.99 37.30 37.14 ol
33.333 0.098 0.114 0.114 0.062 70.08 57.05 57.50 61.55
Kontrola 01570173 01740047 L NGty
1Cso 27.04 Grafik 8.10. Zavisnost RSCpppy — radna
(uL/mL) 19.96 26.99 27.08 +0.06 IK 0.10. Zavi DPPH

koncentracija etarskog ulja
J. oxycedrus/iglice;
J. oxycedrus/sisarke;
J. sabina/iglice
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Tabela 8.13. Neutralizacija DPPH" radikala
(J. sabina/sisarke; J. phoenicea/iglice; J. phoenicea/sisarke — etarska ulja)

Apsorbancija RSCpppH (%)
Radna Srednja
konc. A, A, A; Aw RSC; RSC, RSC;
(uL/mL) vrednost
J. sabina/sisarke 1004
0521 0.1800.175 0.16 0.046 -10.57 -5.94 -0.85 -5.79
1.042 01730177 017 0.050 -2.22 -490 -6.91 -4.68
2083 0.1710.170 0.17 0.049 -0.37 022 -589 022 g”
4167 0.1630.164 0.15 0051 7.76 6.57 10.76 8.36 g o1 f
8.333 0.1710.160 0.15 0.052 2.00 10.96 11.45 8.14 e
16.667 0.153 0.152 0.15 0.067 28.44 29.86 26.20 28.17 g
33.333 0.150 0.142 0.15 0.077 39.65 46.86 34.60 40.37 R R E
Kontrola 0.174 0.170 0.16 0.047
(u;jsrgl_) >33.333
J. phoenicea/iglice
0521 0.1730.184 0.171 0.044 3.87 -405 514 451
1.042 0.1730.177 0.1710.044 3.30 0.46 511  2.95
2.083 0.1650.168 0.161 0.044 9.64 7.84 12.63 10.04 Cw 1
4167 0.153 0.154 0.149 0.047 20.55 19.79 24.05 21.46 5 A
8.333  0.1380.149 0.139 0.046 31.11 23.28 30.83 28.41 g
16.667 0.116 0.112 0.109 0.050 50.43 53.15 55.63 53.07
33.333  0.094 0.095 0.101 0.054 70.17 69.68 64.66 68.17 N
Kontrola 0.178 0.189 0.180 0.048 T ey
(H'L%;’L) 1647 168 1556 oo
J. phoenicea/sisarke
0521 0.2190.218 0.227 0.046 -10.37 -9.77 -15.15 -11.76
1.042  0.2090.210 0.201 0.055 158 0.85 6.82  3.08
2.083 0.206 0.204 0.198 0.056 4.19 5.64 9.11  6.31
4167 0.202 0.196 0.225 0.046 0.89 4.28 -13.91 2.59 s
8.333  0.1870.190 0.198 0.063 21.30 19.28 14.23 18.27 8 ]
16.667 0.154 0.166 0.171 0.047 31.39 24.01 21.00 25.47 s
33.333  0.096 0.108 0.110 0.060 77.20 69.34 68.10 71.54 ;/(/
Kontrola 0.216 0.221 0.230 0.066 23.13 25.76 26.83 e
R koncentacia (L)
(uILC/:ri?L) 2313 25.76 2683 ﬁgg Grafik 8.11. Zavisnost RSCpppy — radna

koncentracija etarskog ulja
J. sabina/sisarke;
J. phoenicea/iglice;
J. phoenicea/sisarke
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8.2.2. Kapacitet ,,hvatanja“ HO' radikala

Tabela 8.13. Kapacitet ,hvatanja“ OH" radikala
(J. communis/iglice; J. communis/Sisarke; J. macrocarpa/iglice - ekstrakt)

Apsorbancija RSCon (%)
Radna Srednja
konc. Ar A, As Aw RSC; RSC, RSC; vrednost
(Hg/mL)
J. communis/iglice
95.42 0.208 0.209 0.203 0.047 2474 2444 27.21  25.46
190.84 0.258 0.240 0.243 0.052  3.57 11.98 10.68 8.74
381.68 0.216 0.246 0.244 0.080 36.36 22.35 23.70 27.47
763.36  0.289 0.300 0.312 0.158 38.68 33.48 28.06 3341
1145.04 0.4150.417 0.411 0.314 52.67 51.93 5478 53.12
1526.72 0.923 0.512 0.530 0.363 -161.73 30.37 21.67 -36.56
Kontrola 0.247 0.239 0.270 0.038
(“'gfrﬁ’l_) 930.58 1119.98 1042.88 o'
J. communis/sisarke
9542 0.211 0.253 0.227 0.040 431 -18.90 -4.43 4.31
190.84 0.182 0.220 0.202 0.043  22.50 1.28 1112 11.63
381.68 0.1710.168 0.169 0.046 30.14 3179 3154 3116
763.36 0.170 0.172 0.164 0.090 55.18 54.28 5857 56.01
1145.04 0.176 0.174 0.175 0.066 38,58 39.38 38.80 39.38
1526.72 0.182 0.188 0.185 0.077 41.82 38.34 40.09 40.95
Kontrola 0.223 0.201 0.228 0.038
(ulgs:r?r:)L) 650.56 606.22 60062 00
J. macrocarpa/iglice
47.89 0.289 0.287 0.520 0.048 14.19 15.02 -68.08 14.60
95.79 0.2830.277 0.271 0.052 18.00 20.11 22.06 20.06
191.57 0.291 0.247 0.247 0.059 17.26 32.85 33.14 27.75
383.14 0.2250.244 0.302 0.069 44.67 37.69 17.03 41.18
57471 0.2510.237 0.228 0.120 53.65 58.36 61.80 57.94
766.28 0.264 0.387 0.278 0.088 37.38 -6.58 3235 40.21
Kontrola 0.307 0.340 0.318 0.048
(u!;r;oL) 45058 48383 51326 oo o

180
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Tabela 8.14. Kapacitet ,hvatanja“ OH" radikala
(J. macrocarpa/sisarke; J. excelsa/iglice; J. excelsa/sisarke - ekstrakt)

404

i*"\
\
\
T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Radna koncentracija (ug/mL)
/
T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Radna koncentracija (ung/mL)

Apsorbancija RSCon (%)
Radna Srednja
konc. Al A As Ao RSC; RSC, RSGC;
(ue/mL) vrednost
J. macrocarpa/sisarke 100
47.89 0.357 0.292 0.288 0.049 23.34 3952 4050 23.34
95.79 0.376 0.348 0.314 0.052 19.53 26.36 34.98 26.96
191.57 0.369 0.306 0.741 0.088 30.13 45.75 -62.48 37.94 g”
383.14 0.1850.258 0.242 0.113 82.08 6391 67.88 71.29 §
57471 0.226 0.064 0.055 0.050 56.15 96.47 98.64 97.56
766.28 0.232 0.230 0.251 0.102 67.52 68.08 62.90 65.21
Kontrola 0.377 0.540 0.432 0.047 ’
(u:g?rﬁ’l_) 236.93 230.87 17423 “op ot
J. excelsa/iglice 1001
47.89 0.253 0.319 0.352 0.053 42.02 2299 13.30 26.10
95.79 0.264 0.236 0.219 0.054 39.06 47.01 52.09 39.06 N
191.57 0.240 0.227 0.257 0.057 47.02 50.71 41.94 46.56 g "
383.14 0.206 0.194 0.219 0.076  62.32 65.88 58.52 60.42 § w0
574.71 0.203 0.222 0.231 0.070 61.40 56.04 53.43 56.96 ol
766.28 0.219 0.216 0.201 0.080 59.73 60.57 64.94 61.74
Kontrola 0.374 0.423 0.378 0.047 ’
(u:;r?gl_) 196.81 185.90 27801
J. excelsa/sisarke
47.89 0.2710.250 0.261 0.049 10.08 18.38 13.79 14.09 1004
95.79 0.306 0.457 0.256 0.056 -1.35 -62.14 18.92 18.92 w0
191.57 0.243 0.227 0.243 0.088 37.13 4358 37.29 39.33
383.14 0.216 0.202 0.210 0.061 37.23 42.76 39.64 39.87 3
57471 0.3430.199 0.212 0.092 -1.69 b56.52 51.50 54.01 § “
766.28 0.191 0.180 0.202 0.079 54.86 59.14 50.12 54.71 0
Kontrola 0.303 0.294 0.294 0.050 i
(u:;rig’l_) 617.84 408.11 681.18 gy o¢

T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800
Radna koncentracija (ug/mL)

Grafik 8.12. Zavisnost RSCoy — radna

koncentracija ekstrakta
J. macrocarpa/sisarke;
J. excelsa/iglice;
J. excelsa/sisarke
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Tabela 8.15. Kapacitet ,hvatanja“ OH" radikala
(J. sibirica/iglice; J. sibirica/sisarke; J. foetidissima/iglice - ekstrakt)

Apsorbancija RSCon (%)

Radna
konc. A1 Az A3 Akor RSCl RSCZ RSC3
(ng/mL)

Srednja
vrednost

J. sibirica/iglice

47.89  0.300 0.268 0.285 0.050 14.95 25.90 20.17 20.34
95.79 0.2710.264 0.264 0.055 26.50 28.99 29.07 28.19
191.57 0.2550.264 0.259 0.065 35.41 32.41 34.27 34.03 o0
383.14 0.257 0.265 0.267 0.095 44.93 42.35 4155 42.94 ol
574.71 0.2830.278 0.281 0.148 54.20 55.91 55.03 55.05 {/-/
766.28 0.319 0.319 0.320 0.167 48.72 48.46 48.33 48.50
Kontrola 0.429 0.334 0.314 0.064 °

1Csp 481.93
(ug/mL) 435.74 485.65 524.41 +44 45

J. sibirica/sisarke
47.89 0.307 0.310 0.316 0.050 2.18 0.92 -1.46 1.55 100
95.79 0.276 0.285 0.308 0.048 13.09 9.69 0.65 7.81
191.57 0.240 0.249 0.243 0.051 27.83 24.43 27.01 26.42
383.14 0.219 0.228 0.219 0.060 39.21 3593 39.42 38.19
57471 0.213 0.210 0.212 0.069 45.15 46.41 45.39 45.65 w01 el
766.28 0.210 0.213 0.215 0.086 52.67 51.52 50.83 51.67 /

100 4

80

RSC,,. (%)

T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Radna koncentracija (ng/mL)

80

60

RSC,,. (%)

Kontrola 0.349 0.286 0.306 0.052

IC50 715.22 0 100 200 300 400 ?(')o 50 700 800
(},lg/ml_) 69723 72072 72772 i1597 Radna koncentracija (ng/mL)

J. foetidissima/iglice

47.89  0.409 0.397 0.353 0.052 16.10 18.97 29.39 21.49

95.79 0.3370.3350.371 0.056 34.17 34.65 26.19 30.18 7
191.57 0.323 0.328 0.306 0.059 38.13 36.93 41.99 39.02 0
383.14 0.337 0.289 0.311 0.072 37.76 49.11 44.09 46.60
57471 0.302 0.281 0.286 0.084 48.73 53.82 52.50 51.68
766.28 0.286 0.287 0.282 0.101 56.58 56.13 57.31 56.67
Kontrola 0.443 0.479 0.515 0.053 2] ]/;/

ICso 467.79 ,
(},Lg/mL) 469.96 440.07 493.34 +26.67 0 100 200 a0 400 500 600 700 800

Radna koncentracija (ng/mL)

60

RSC,,. (%)
i

40 j/// — 1

Grafik 8.13. Zavisnost RSCon —
radna koncentracija ekstrakta
J. sibirica/iglice;
J. sibirica/$isarke;
J. foetidissima/iglice
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Tabela 8.16. Kapacitet ,hvatanja“ OH" radikala
(J. foetidissima/sisarke; J. oxycedrus/iglice; J. oxycedrus/sisarke - ekstrakt)

Apsorbancija RSCon (%)
Radna Srednja
konc. A1 Az A3 Akor RSCl RSCZ RSC3 vrednost
(ng/mL)

J. foetidissima/sisarke

47.89 0.4210.414 0.399 0.056 22.91 24.34 27.57 24.94
95.79 0.408 0.354 0.368 0.057 25.95 37.43 34.36 32.58
191,57 0.3310.3450.338 0.070 44.86 41.81 43.41 4261 0 %%
383.14 0.3050.329 0.291 0.072 50.88 45.89 53.89 50.22
574.71 0.307 0.223 0.275 0.083 52.79 70.35 59.45 56.12 /%/
766.28 0.2820.310 0.241 0.098 61.27 55.30 69.80 62.12

Kontrol 0.523 0.485 0.566 0.051 0

ICs0 416.31
(wgml) 427.93 404.69 30183 [ 17

J. oxycedrus/iglice

95.42 0.3610.281 0.311 0.057 -8.42 20.28 9.45 14.86 100
190.84 0.3210.287 0.285 0.060 7.19 19.49 19.95 1555

381.68 0.2750.270 0.272 0.072 27.81 29.57 28.86 28.75

763.36 0.284 0.284 0.280 0.090 31.25 30.99 32.64 31.63 2 ™
1145.04 0.3110.334 0.316 0.129 35.15 27.08 33.29 31.84
1526.72 0.342 0.355 0.331 0.156 33.76 29.34 37.90 33.66 .
Kontrol 0.386 0.315 0.290 0.049 A %

RSC,,. (%)

T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Radna koncentracija (ug/mL)

80

40

RSC,,. (%)

A

Y T T T T T T T T
I C50 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

> 152672 Radna koncentracija (ng/mL)

J. oxycedrus/sisarke
9542 0.2410.2750.263 0.052 2525 11.94 16.78 17.99
190.84 0.2270.231 0.241 0.062 3470 3323 29.24 32.39
381.68 0.2020.231 0.239 0.063 4491 3351 30.54 36.32
763.36 0.203 0.196 0.211 0.089 54.85 57.77 51.67 54.72
1145.04 0.192 0.198 0.205 0.082 56.55 54.35 51.44 52.89 g "] PR
1526.72 0.2050.211 0.207 0.092 5550 53.05 54.58 54.38
Kontrol 0.316 0.317 0.300 0.058 M/
(“:g(/:;;)L) 653.54 695.17 970.24 020 N

Radna koncentracija (ng/mL)

RSC,,. (%)

Grafik 8.14. Zavisnost RSCon —
radna koncentracija ekstrakta
J. foetidissima/sisarke;
J. oxycedrus/iglice;
J. oxycedrus/sisarke
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Tabela 8.17. Kapacitet ,hvatanja“ OH" radikala
(J. sabina/iglice; J. sabina/sisarke; J. phoenicea/iglice - ekstrakt)

Apsorbancija RSCon' (%)
Rkadna Srednja
onc. Ar A A Ao RSC; RSC, RSC; vrednost
(ng/mL)
J. sabina/iglice 100
95.42 0.2830.295 0.269 0.052 26.58 22.74 30.89 26.74 ol

190.84 0.264 0.253 0.236 0.055 33.49 37.03 42.17 35.26
381.68 0.2550.255 0.239 0.062 38.47 38.34 4354 3834
763.36  0.232 0.224 0.237 0.080 51.37 54.06 49.85 51.76
1145.04 0.236 0.242 0.227 0.087 52.75 50.60 5558 55.58
1526.72 0.247 0.248 0.227 0.118 58.80 58.59 65.23 60.88
Kontrola 0.384 0.351 0.362 0.052 O o w0 w0 0 w0 w0 10 6w

Radna koncentracija (ng/mL)

@
g
|
|
|
|
-

RSC,,. (%)
\

I
S
I
=\
\
\

ICso 661.81
(ug/mL) 703.88 665.96 615.61 +44.28

J. sabina/sisarke
95.42 0.236 0.212 0.221 0.047 484 16.72 1236 11.31 100
190.84 0.204 0.201 0.209 0.048 21.18 22.58 18.84 20.87
381.68 0.184 0.179 0.175 0.049  32.06 34.55 36.68 34.43

80

763.36 0.167 0.163 0.157 0.055 43.13 4550 48.49 4571 g” ot
114504 0.163 0.150 0.151 0.065 50.31 56.88 56.55 54.58 g w 1

1526.72 0.170 0.159 0.154 0.075 51.94 57.48 50.98 56.47 /

Kontrola 0.239 0.250 0.244 0.046 f

e s menttets 3 AT

J. phoenicea/iglice

95.42 0.2410.2750.263 0.052 2525 11.94 16.78 17.99

190.84 0.227 0.231 0.241 0.062 3470 3323 29.24 32.39

381.68 0.202 0.231 0.239 0.063  44.91 3351 30.54 36.32

763.36 0.203 0.196 0.211 0.089  54.85 57.77 51.67 54.72

114504 0.1920.198 0.205 0.082 5655 54.35 5144 5289 £ | b
1526.72 0.2050.211 0.207 0.092 5550 53.05 5458 54.38 /%
Kontrola 0316 0.3170.300008 {/

(“:g(/:rig’l_) 653.54 695.17 970.24 gg:ig N —

Radna koncentracija (ng/mL)

Grafik 8.15. Zavisnost RSCqy — radna
koncentracija ekstrakta
J. sabina/iglice;
J. sabina/siarke;
J. phoenicea/iglice
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Tabela 8.18. Kapacitet ,hvatanja“ OH" radikala

(J. phoeniceal/sisarke; J. sabina/sisarke; J. phoenicea/iglice — ekstrakt i standardi)

Apsorbancija RSCon (%)
Radna Srednja
konc. Ar A, As; Awr RSC; RSC, RSC;
(ue/mL) vrednost
J. phoenicea/sisarke
9542 0.2620.273 0.254 0.047 -1.95 -7.07 1.92 1.92
190.84 0.229 0.220 0.207 0.051 15.59 20.22 26.35 20.72
381.68 0.207 0.203 0.248 0.054 27.25 28.99 7.68 21.31
763.36 0.1930.172 0.189 0.054 34.03 44.00 36.02 38.02
1145.04 0.1740.173 0.180 0.055 43.75 44.03 40.95 4291
1526.72 0.1750.173 0.174 0.062 46.85 47.56 47.08 47.16
Kontrola 0.270 0.275 0.228 0.047
(“:g?rﬁl_) > 1526.72
BHA
8.95 0.457 0.535 0.434 0.051 0.73 -18.34 6.36 3.55
1790 0.5230.382 0.374 0.046 -16.63 17.85 19.80 18.83
35.85 0.5580.535 0.39 0.052 -23.72 -18.09 17.36 17.36
71.70 0.3830.303 0.297 0.048 18.09 37.65 39.12 31.62
143.40 0.343 0.3 0.286 0.049 28.12 38.63 42.05 36.27
286.81 0.2730.2730.273 0.051 4572 4572 4572 4572
573.61 0.2720.272 0.272 0.100 57.95 57.95 57.95 57.95
860.42 0.327 0.278 0.288 0.058  34.23 46.21 43.77 4140
Kontrola 0.44 0.496 0.412 0.040
(u:g%r?L) 32281 3027 277.64 000
BHT
8.95 0.479 0.413 0.416 0.091 3.72 20.10 19.35 14.39
1790 0.456 0.4250.486 0.119 16.38 24.07 893 16.46
35.85 0.420 0.379 0.397 0.049 794 18.11 13.65 13.23
71.70 0.458 0.398 0.403 0.215 39.70 54.59 53.35 49.21
143.40 0.457 0.404 0.390 0.164 27.30 4045 4392 42.18
286.81 0.469 0.452 0.456 0.052 -3.47 0.74 -0.25 -0.99
573.61 0.447 0.475 0.455 0.049 1.24 571 -0.74 -1.74
860.42 0.4890.4150.497 0.380 7295 91.32 7097 78.41
Kontrola 0.430 0.461 0.437 0.040
(u:;ri?L) 116.41 156.84 140.17 iﬁ%

RSC,,. (%)

RSC,,. (%)

RSC,,. (%)

e
S
3

100 4
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x
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3
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\
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Grafik 8.16. Zavisnost RSCoy — radna
koncentracija ekstrakta/standarda
J. phoenicea/sisarke
BHA;

BHT
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8.2.3. Kapacitet ,,hvatanja“ O, radikala

Tabela 8.19. Kapacitet ,hvatanja“ O," radikala
(J. communis/iglice; J. communis/Sisarke; J. macrocarpa/iglice - ekstrakt)

Apsorbancija RSCoy.” (%)
Radna Srednja
konc. A; A, A; Aw RSC; RSC, RSC;
(ug/mL) vrednost
J. communis/iglice
41391 0.404 0.402 0.394 0.006 -6.42 -588 -3.74 -5.35
8.2781 0.400 0.421 0.419 0.007 -5.08 -10.70 -10.16 -8.65
16.5563 0.366 0.346 0.354 0.004 3.21 856 6.42 6.06
33.1126 0.304 0.301 0.291 0.003 19.52 20.32 22.99 20.94
66.2252 0.158 0.146 0.129 0.004 58.82 62.03 66.58 62.48
99.3377 0.070 0.074 0.074 0.005 82.62 81.55 8155 81.91
132.450 0.094 0.092 0.090 0.002 75.40 75.94 76.47 75.94
Kontrol 0.370 0.382 0.370
(“'g?ri’l_) 5554 5382 50.04 Jyi>
J. communis/Sisarke
41391 0.416 0.387 0.383 0.020 2.70 9.83 10.81 7.78
8.2781 0.381 0.358 0.357 0.016 10.32 15.97 16.22 14.17
16.5563 0.381 0.398 0.404 0.019 11.06 6.88 5.41 7.78
33.1126 0.408 0.397 0.391 0.014 3.19 5.90 7.37 5.49
66.2252 0.330 0.369 0.352 0.009 21.13 11.55 15.72 16.13
99.3377 0.306 0.193 0.189 0.008 26.78 54.55 55.53  45.62
132.450 0.078 0.093 0.124 0.013 84.03 80.34 72.73  79.03
Kontrol 0.419 0.402 0.401
(u'g(/:rﬁ’l_) 114.36 96.47 94.43 o0
J. macrocarpa/iglice
41391 0.456 0.441 0.467 0.079 18.57 21.81 16.20 18.86
8.2781 0.454 0.454 0.454 0.078 18.79 18.79 18.79 18.79
16.5563 0.396 0.422 0.462 0.074 30.45 24.84 16.20 23.83
33.1126 0.338 0.354 0.336 0.074 42.98 39.52 43.41 41.97
66.2252 0.129 0.132 0.124 0.075 88.34 87.69 89.42 88.48
99.3377 0.116 0.116 0.115 0.073 90.71 90.71 90.93  90.78
132.450 0.117 0.135 0.118 0.077 91.36 87.47 91.14 89.99
Kontrol 0.450 0.468 0.471
(u:;rﬁL) 36.12 3802 3346 30!

186
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Tabela 8.20. Kapacitet ,hvatanja“ O," radikala
(J. macrocarpa/sisarke; J. excelsa/iglice; J. excelsa/sisarke - ekstrakt)

Apsorbancija RSCoy.” (%)

Radna Srednja
konc. A A, A; Awr RSC; RSC, RSC; vrednost
(ng/mL)

J. macrocarpa/sisarke
132.450 0.289 0.277 0.269 0.002 20.94 24.24 26.45 23.88
264.900 0.261 0.268 0.261 -0.001 27.82 25.90 27.82 27.18 80
529.801 0.218 0.211 0.200 0.002 40.50 42.42 4545 42.79
662.251 0.166 0.171 0.170 0.002 54.82 53.44 53.72 53.99
927.152 0.129 0.117 0.109 0.002 65.01 68.32 70.52 67.95
1059.60 0.116 0.126 0.113 0.001 68.32 65.56 69.15 67.68 2
1324.50 0.120 0.107 0.115 0.005 68.32 71.90 69.70 69.97 e
Kontrol 0.364 0.371 0.355 T ey

619.57 618.97 596.35

100 4

60

RSC,,- (%)

404

J. excelsa/iglice

21391 0.2260.386 0.134 0226 39.68 -2.65 64.02  33.69

82781 0369 0.384 0303 0369 238 -159 -397 238 e

165563 0.304 0332 0.350 0.304 19.31 1190 7.14 1279 ] /

331126 02100.2190.2140.210 4418 41.80 4312 4303

66.2252 0.117 0141 0135 0.117 69.05 6270 6429 6534  ° | /

99.3377 0.072 0.062 0.080 0.072 8148 84.13 7937 8166 /%/

132.450 0.057 0.052 0.062 0.057 85.71 87.04 8439  85.71 N
Kontrol 0.359 0.387 0.387 T Mmooy
) 3849 4407 4179 5 %0

J. excelsa/SiSarke

41391 0.408 0.376 0.377 0.408 -8.02 053 0.27 0.0

8.2781 0.397 0.399 0.401 0.397 -4.28 -481 -535 -4.81 — -
16.5563 0.402 0.379 0.387 0.402 -5.35 0.80 -1.34  0.80 > 1 /

33.1126 0.251 0.271 0.300 0.251 34.76 29.41 21.66  28.61 v )

66.2252 0.121 0.172 0.152 0.121 70.05 56.42 61.76  62.75 : %
99.3377 0.089 0.091 0.085 0.089 78.61 78.07 79.68  78.79 //

132.450 0.070 0.070 0.069 0.070 83.69 83.69 83.96  83.78 T e
Kontrol 0.371 0.370 0.381 e oneenueis o

1Cso 4340 5490 5389 440 Graflic?ﬁlczﬁtzrg\clilf; et “redna
(ng/mL) ' ' : +0.71

J. macrocarpa/sisarke;
J. excelsaliglice;
J. excelsa/sisarke
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Tabela 8.21. Kapacitet ,hvatanja“ O," radikala

(J. sibirica/iglice; J. sibirica/sisarke; J. foetidissima/iglice - ekstrakt)

Apsorbancija RSCo,.” (%)
Radna Srednja
konc. Ar A, A; Awr RSC; RSC, RSC;
(ug/mL), vrednost
J. sibirica/iglice

4.1391 0.426 0.425 0.402 0.004 0.71 0.94 6.35 2.67
8.2781 0.3950.412 0.408 0.004 8.00 4.00 4.94 5.65
16.5563 0.345 0.333 0.382 0.003 19.53 2235 10.82 17.57
33.1126 0.222 0.276 0.292 0.004 48.71 36.00 32.24 38.98
66.2252 0.064 0.050 0.056 0.004 85.88 89.18 87.76 88.47
99.3377 0.049 0.049 0.047 0.005 89.65 89.65 90.12 89.80
132.450 0.069 0.078 0.077 0.011 86.35 84.24 84.47 85.02
Kontrol 0.385 0.430 0.460

(“'g?ri’l_) 3346 37.85 3015 o0

J. sibirica/sisarke

41391 0.419 0.415 0.416 0.011 1.92 2.88 2.64 2.48
8.2781 0.422 0.420 0.426 0.012 144 192 048 1.28
16.5563 0.416 0.412 0.419 0.009 2.16 3.13 1.44 2.24
33.1126 0.372 0.383 0.347 0.007 12.26 9.62 18.27 13.38
66.2252 0.254 0.268 0.235 0.006 40.38 37.02 4495 40.79
99.3377 0.140 0.179 0.168 0.006 67.79 5841 61.06 62.42
132.450 0.083 0.114 0.086 0.006 81.49 74.04 80.77 78.77
Kontrol 0.418 0.415 0.414

(u'g(/:rﬁ’l_) 7650 8444 7740 %2

J. foetidissima/iglice

41391 0.3850.413 0.040 0.005 2.81 -4.35 90.97 2.81
8.2781 0.374 0.398 0.392 0.004 5.37 -0.77 0.77 3.07
16.5563 0.321 0.393 0.335 0.004 1893 051 1535 1159
33.1126 0.200 0.190 0.154 0.006 50.38 5294 62.15 51.66
66.2252 0.075 0.094 0.082 0.003 81.59 76.73 79.80 79.37
99.3377 0.061 0.057 0.061 0.004 85.42 86.45 85.42 85.76
132.450 0.052 0.113 0.062 0.004 87.72 72.12 85.17 81.67
Kontrol 0.393 0.400 0.379

(u:;rﬁL) 3313 3044 3474 o0
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Tabela 8.22. Kapacitet ,hvatanja“ O," radikala
(J. foetidissima/sisarke; J. oxycedrus/iglice; J. oxycedrus/sisarke - ekstrakt)

Apsorbancija RSCo,.” (%)
Radna Srednja
konc. A1 Az A3 Akor RSCl RSCZ RSC3 vrednost
(ng/mL)

J. foetidissima/sisarke

41391 0.3870.385 0402 0.004 353 403 025 378 )
8.2781 0.393 0.386 0.379 0.004 202 378 554 3.78 s
16.5563 0.376 0.338 0.284 0.005 6.55 16.12 29.72 17.46 W /
33.1126 0.337 0.122 0212 0.004 16.12 70.28 47.61 47.61 : i
66.2252 0.074 0.070 0.073 0.003 8212 83.12 82.37 8254 A
99.3377 0.065 0.063 0.057 0.003 84.38 84.89 86.40 85.22 }/
132.450 0.058 0.067 0.058 0.004 86.40 84.13 86.40 85.64 N
Kontrol  0.392 0.411 0.389 T ety
(“'g?rﬁ’l_) 3384 2800 3144 o0
J. oxycedrus/iglice
41391 0442 0.386 0.379 -0.008 2500 -9.27 -7.30 -13.86
82781 0.3750.383 0.389 -0.003 -6.18 -8.43 -10.11 -8.24
16.5563 0.334 0.347 0.346 -0.002 562 197 225 3.28 P
331126 0.296 0.279 0.277 -0.003 1601 20.79 21.35 19.38 £ ] /
66.2252 0.124 0.146 0.143 -0.001  64.89 58.71 59.55 61.05 5 ] )
99.3377 0.118 0.075 0.120 -0.001  66.57 78.65 66.01 70.41 :
132.450 0.082 0.082 0.099 0.005 78.37 78.37 73.60 76.78 /
Kontrol 0.356 0.372 0.367 T a w w a'o_v(wz;o)ao o
............................................................................ Rt tacontai (oL
(“'gfrﬁ’l_) 5279 5525 5472 Jio0
J. oxycedrus/sisarke
41391 0.319 0.331 0.323 0.003 1222 889 11.11 10.74
8.2781 0.3330.342 0.334 0002 806 556 7.78 7.13
16.5563 0.331 0.326 0.363 0.004 9.17 1056 028 9.86
33.1126 0.350 0.346 0349 0.004 389 500 417 435 £
66.2252 0.323 0.3050.324 0.002 10.83 15.83 1056 12.41 g w1
99.3377 0.263 0.249 0.298 0.002 27.50 31.39 17.78 2556 )
132.450 0.160 0.175 0.169 0.002 56.11 51.94 5361 53.89 et
Kontrol 0,347 0.350 0.382 R
ICso 122.78 129.02 130.27 127:36 Grafik 8.20. Zavisnost RSCo,.” - radna

(ng/mL) +4.01 koncentracija ekstrakata

J. foetidissima/sisarke;
J. oxycedrus/iglice;
J. oxycedrus/sisarke
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Tabela 8.23. Kapacitet ,hvatanja“ O," radikala
(J. sabina/iglice; J. sabina/sisarke; J. phoenicea/iglice - ekstrakt)

Apsorbancija RSCoy.” (%)

Radna Srednja
konc. AT A A; A RSC; RSC, RSC;

(ug/mL) vrednost

J. sabina/iglice

4.1391 0.345 0.367 0.36 0.002 730 135 1.08 3.24
8.2781 0.377 0.376 0.37 0.002 -1.35 -1.08 0.00 0.00
16.5563 0.275 0.311 0.28 0.002 26.22 16.49 22.70 21.80
33.1126 0.171 0.210 0.18 0.001 54.05 43.51 50.54 49.37
66.2252 0.111 0.094 0.08 0.005 71.35 75.95 78.65 75.32
99.3377 0.068 0.056 0.07 0.003 82.43 85.68 80.54 82.88
132.450 0.041 0.042 0.04 0.003 89.73 89.46 87.57 88.92
Kontrol 0.391 0.358 0.36

(“'g?rz(’l_) 32.29 37.14 31.85 2?2’:;2

J. sabina/sisarke

41391 0.358 0.368 0.356 0.001 505 239 559 4.34
8.2781 0.348 0.354 0.364 0.000 7.45 585 3.19 6.65
16.5563 0.367 0.362 0.371 0.001 266 399 1.60 2.66
33.1126 0.252 0.356 0.320 0.001 33.24 559 15.16 24.20
66.2252 0.157 0.166 0.145 0.001 58.51 56.12 61.70 58.78
99.3377 0.118 0.095 0.169 0.001 68.88 75.00 55.32 66.40
132.450 0.052 0.055 0.054 0.002 86.70 85.90 86.17 86.26
Kontrol 0.369 0.367 0.392

(u'g(/:rﬁ’l_) 56.03 5680 63.15 000

J. phoenicea/iglice

41391 0.3330.3450.374 0.003 11.29 8.06 0.27 6.54
8.2781 0.367 0.379 0.368 0.002 1.88 -1.34 161 1.61
16.5563 0.336 0.340 0.339 0.002 10.22 9.14 9.41 9.59
33.1126 0.293 0.296 0.285 0.002 21.77 20.97 23.92 22.22
66.2252 0.080 0.135 0.102 0.004 79.57 64.78 73.66 72.67
99.3377 0.083 0.071 0.045 0.003 78.49 81.72 88.71 82.97
132.450 0.050 0.050 0.049 0.006 88.17 88.17 88.44 88.26
Kontrol 0.349 0.388 0.380

(u:;rﬁL) 4427 5285 4659 oo
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Tabela 8.24. Kapacitet ,hvatanja“ O, radikala
(J. phoenicea/sisarke - ekstrakt)

Radna
konc.

(ng/mL)

Apsorbancija

RSCo2." (%)

Al A

As

Akor

RSC;

RSC;

RSC;

Srednja
vrednost

J. phoenicea/sisarke

132.450
264.900
529.801
662.251
927.152
1059.60
1324.50
Kontrol

479.61 533.53 452.35

I C50
(ng/mL)

0.345 0.329
0.279 0.282
0.189 0.204
0.138 0.163
0.112 0.114
0.100 0.102
0.099 0.079
0.360 0.369

0.315
0.266
0.176
0.143
0.100
0.095
0.091

0.004
0.003
0.002
0.003
0.003
0.003
0.005

10.03
27.18
50.66
64.38
71.24
74.41
75.20

14.25
26.39
46.70
57.78
70.71
73.88
80.47

17.94
30.61
54.09
63.06
74.41
75.73
77.31

14.07
28.06
52.37
61.74
72.12
74.67
77.66

488.50
+41.31

T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Radna koncentracija (ug/mL)

Grafik 8.22. Zavisnost RSCq,.” - radna
koncentracija ekstrakata
J. phoenicea/sisarke
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8.2.4. Kapacitet ,,hvatanja“ NO" radikala
Tabela 8.25. Kapacitet ,hvatanja“ NO" radikala
(J. communis/iglice; J. communis/Sisarke; J. macrocarpa/iglice — ekstrakt)

Apsorbancija RSCno (%)
Radna Srednja
konc. A, A, As Ao RSC, RSC, RSCs )
(mg/mL) vrednost

J. communis/iglice

100

0.037 0.197 0.196 0.200 0.053 32.87 33.22 31.62 32.57

0.222 0.185 0.182 0.056 4033 41.42 39.29

0.369 0.176 0.170 0.173 0.063 47.34 49.96 48.74 48.68 - R

0.739  0.1730.168 0.172 0.074 53.99 56.34 54.46 54.93 ] // .

1.478  0.220 0.206 0.219 0.125 55.94 62.50 56.50 58.32 -

2217 0.140

2956  0.273 0.294 0.187 60.06 50.37 51.30 1
Kontrola 0.266 0.262 0.274 0.053 B A
(mlg(;?r(;L) 042 042 045 iodfz

J. communis/Sisarke
0.037 0.204 0.204 0.204 0.051 21.00 20.69 20.76 20.82
0.222  0.181 0.184 0.186 0.053 33.67 32.24 31.17 32.36
0.369 0.1780.173 0.168 0.055 36.29 39.22 41.56 39.02 2 “ et
0.739  0.154 0.152 0.152 0.058 50.22 51.34 51.13 50.90 ;
1.478 0.137 0.137 0.131 0.060 60.48 60.62 63.59 61.56
2.217 0.1380.131 0.132 0.066 63.25 66.45 66.12 65.28

RSC,_. (%)
&

2.956 0.1450.138 0.129 0.068 60.28 63.83 68.43 64.18 o
Kontrola 0.249 0.244 0.247 0.053 Radha kencentacia (ma/mb)
(m'é;;gl_) 074 069 066 "

J. macrocarpa/iglice

0.037 0.198 0.198 0.196 0.052 23.93 23.89 25.04 24.29 ]

0.222 0.1880.187 0.184 0.053 29.51 29.93 31.74 30.39 .

0.369 0.1850.170 0.166 0.056 32.92 40.68 42.58 38.72 g "] A

0.739  0.159 0.159 0.150 0.059 48.09 48.12 52.80 49.67 § 40«/

1478 0.1550.149 0.145 0.073 57.76 60.77 62.76 60.43 ol

2.217 0.1630.152 0.155 0.090 61.92 67.73 65.96 65.20

2.956 0.177 0.178 0.180 0.111 65.55 64.98 63.94 64.82 ‘00 s 1o 15 2o 75 a0
Kontrola 0.245 0.240 0.248 0.053 s
|C50 """""""""""""""""""""""""""""""" 0 84 Grafik 8.23. Zavi_gnost RSCyo —radna
(mg/mL) 0.90 0.78 +0.08 koncentracija ekstrakta

J. communis/iglice
J. communis/sisarke
J. macrocarpa/iglice
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Tabela 8.26. Kapacitet ,hvatanja“ NO" radikala
(J. macrocarpa/sisarke; J. excelsa/iglice; J. excelsa/sisarke - ekstrakt)

Apsorbancija RSCno (%)

Radna Srednja

konc. AT A As; Awr RSC; RSC, RSC; vrednost
(mg/mL)

J. macrocarpa/sisarke

0.037 0.262 0.266 0.051 7.43 6.04 6.73 0

0.222  0.229 0.213 0.222 0.056 24.05 30.93 26.95 27.31

0.369 0.196 0.200 0.201 0.061 40.69 39.12 38.62 39.48 N

0.739 0.1930.194 0.073 47.22 46.92 j /7*
1.478 0.206 0.207 0.205 0.108 56.69 56.34 57.36 56.80 g 1 )

2.217  0.226 0.240 0.238 0.140 62.26 56.29 57.15 58.57 ny.

2.956 0.229 0.252 0.264 0.164 71.63 61.26 56.00 62.96 -
Kontrola 0.270 0.272 0.295 0.051 T
(mLC/?r(;L) 075 069 065 "

J. excelsa/iglice
0.037 0.1850.1950.182 0.054 28.70 23.27 30.40 27.46
0.222 0.169 0.170 0.172 0.055 37.88 37.56 36.03 37.16
0.369 0.153 0.160 0.154 0.059 48.54 44.74 48.45 47.24 | o
0.739  0.146 0.149 0.138 0.060 53.47 51.95 57.64 54.35 ©
1.478 0.140 0.144 0.144 0.077 65.41 63.36 63.26 64.01

RSC,. (%)

2.217 0.135
2.956  0.166 0.165 0.169 0.106 67.10 67.64 65.92 66.88 oo
Kontrola 0.227 0.249 0.240 0.054 E S A P
(m';/;gl_) 05 057 047 106?015
J. excelsa/sisarke o

0.037 0.1740.191 0.184 0.051 36.67 27.80 31.49 31.99

0.222 0.1730.162 0.174 0.054 38.36 43.83 37.66 39.95 v

0.369 0.156 0.161 0.162 0.056 48.25 45.32 45.03 46.20 s 5*"
0.739 0.154 0.151 0.061 51.83 53.71 52.77

1.478 0.162 0.148 0.074 54,71 61.92 58.32 : /

2.217 0.1530.153 0.158 0.089 66.86 66.99 64.13 66.00

2.956 0.176 0.179 0.184 0.110 65.90 64.40 61.82 64.04 L
Kontrola 0.234 0.253 0.258 0.056 Radna koncentracia (mg/mL)
e

J. macrocarpa/sisarke;
J. excelsaliglice;
J. excelsa/sisarke
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Tabela 8.27. Kapacitet ,hvatanja“ NO" radikala
(J. sibiricaliglice; J. sibirica/sisarke; J. foetidissima/iglice — ekstrakt)

Apsorbancija RSCno (%)

Radna Srednja

konc. A A, A; A« RSC; RSC, RSCs

(mg/mL) vrednost

J. sibirica/iglice

0.037 0.1820.183 0.183 0.056 47.00 46.75 46.78 46.84

0222 0.177 0.182 0.058 50.18 48.06 49.12 o

0.369 0.1710.173 0.168 0.064 55.13 54.46 56.29 55.29 g

_ S~

0.739  0.1620.151 0.075 63.52 68.36 65.94 : _// 4

1.478  0.198 0.193 0.195 0.126 70.10 72.31 71.48 71.30 g

2217  0.262 0.268 0.259 0.164 59.00 56.80 60.24 58.68

2.956 0.334 0.346 0.217 51.06 45.95 48.50
Kontrola 0.291028503610049 T
(m'gclﬁgl_) 017 016 0.13 106_152

J. sibirica/$isarke

0.037 0.217 0.226 0.217 0.059 36.89 33.31 36.59 35.60

0222 0.198 0.198 0.200 0.053 41.92 42.11 41.18 41.74

0.369 0.195 0.054 43.83 ] P
0.739  0.1720.169 0.169 0.055 52.91 54.31 54.19 53.80 3 /“

1.478  0.159 0.150 0.148 0.063 61.67 65.45 66.34 64.49 £

2.217  0.1550.150 0.148 0.072 66.60 68.56 69.42 68.20

2.956  0.1610.163 0.156 0.084 69.43 68.54 71.50 69.82 N I
Kontrola 0.321 0.305 0.287 0.054 YT ke gy
(m'é;;gl_) 058 053 051 106?514

J. foetidissima/iglice .

0.037 0.2190.220 0.217 0.064 24.73 24.03 25.74 24.84

0.222 0.1930.203 0.197 0.068 39.07 33.89 37.13 36.70 v

0.369 0.189 0.187 0.189 0.073 43.56 44.49 43.44 43.83 _ o PR
0739  0.1610.159 0184 0.064 52.93 53.85 5330 /y

1.478  0.148 0.145 0.146 0.062 57.75 59.12 58.59 58.49 /

2.217  0.136 0.145 0.145 0.072 68.84 64.49 64.14 65.82

2.956  0.162 0.144 0.159 0.082 60.66 69.42 62.33 64.14 —
Kontrola 0.272 0.274 0.257 0.063 Racna koncentacia (mgint)
s

J. sibirica/iglice;
J. sibirica/$isarke;
J. foetidissima/iglice
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Tabela 8.28. Kapacitet ,hvatanja“ NO" radikala
(J. foetidissima/sisarke; J. oxycedrus/iglice; J. oxycedrus/sisarke - ekstrakt)

Apsorbancija RSCno (%)
Radna Srednja
konc. AT A, A An  RSC; RSC, RSC;
(mg/mL) vrednost
J. foetidissima/sisarke
0.037 0.179 0.192 0.190 0.058 44.12 38.54 39.47 40.71
0.222 0.173 0.177 0.056 46.57 44.34 45.46
0.369 0.158 0.165 0.058 54.17 51.27 52.72
0.739  0.146 0.147 0.145 0.059 59.87 59.34 60.26 59.83
1.478 0.138 0.138 0.134 0.061 64.71 65.01 66.79 65.50
2217 0.139 0.141 0.137 0.069 68.04 67.17 69.12 68.11
2.956 0.143 0.147 0.147 0.078 70.36 68.35 68.77 69.16
Kontrola 0.261 0.280 0.282 0.057
(gL 032 03
J. oxycedrus/iglice
0.037  0.212 0.209 0.200 0.058 31.55 32.66 36.73 33.65
0.222  0.196 0.186 0.057 38.39 42.65 40.52
0.369 0.1850.179 0.170 0.058 43.64 46.04 50.11 46.60
0.739 0.1710.161 0.059 50.20 54.70 52.45
1.478 0.164 0.152 0.153 0.065 55.83 61.16 60.89 59.29
2.217 0.164 0.163 0.164 0.075 60.39 60.81 60.46 60.55
2.956 0.1790.176 0.176 0.084 57.62 59.01 59.15 58.59
Kontrola 0.282 0.294 0.275 0.059
(mIgC/:rS’r:L) 049 040
J. oxycedrus/sisarke
0.037 0.212 0.210 0.207 0.055 28.64 29.72 30.96 29.78
0.222 0.1800.181 0.179 0.055 43.54 42.76 43.98 43.42
0.369 0.1750.178 0.171 0.057 46.60 45.45 48.37 46.81
0.739 0.1710.171 0.171 0.055 47.47 47.35 47.35 47.39
1.478 0.182 0.176 0.176 0.058 43.91 46.30 46.39 45.54
2217 0.1810.181 0.178 0.061 45.08 45.51 46.85 45.81
2.956 0.189 0.191 0.190 0.065 43.71 42.41 43.27 43.13
Kontrola 0.274 0.273 0.279 0.056
(mlgcl:rs’r(1)L) > 2.956

RSC, . (%)

RSC,. (%)

RSC,. (%)

100 4
80

60 e

A

T T T T T T
0.0 05 1.0 15 20 25 30
Radna koncentracija (mg/mL)

T T T T T T
0.0 05 10 15 20 25 3.0
Radna koncentracija (mg/mL)

100 4
80

60

404 /./;777 ' - "

T T T T T T
0.0 05 10 15 20 25 30
Radna koncentracija (mg/mL)

Grafik 8.26. Zavisnost RSCyo — radna
koncentracija ekstrakta
J. foetidissima/sisarke;
J. oxycedrus/iglice;
J. oxycedrus/sisarke
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Tabela 8.29. Kapacitet ,hvatanja“ NO" radikala
(J. sabina/iglice; J. sabina/sisarke; J. phoenicea/iglice - ekstrakt)

Apsorbancija RSCno (%)
Radna Srednja
konc. A, A, A; Ao RSC; RSC, RSC;
(mg/mL) vrednost
J. sabina/iglice 100
0.002 0.275 0.26 0.056 2.73 588  4.30
0.010 0.217 0.21 0.056 28.43 2917  28.80
0.025 0.058 s *1 PR
0.149  0.194 0.18 0.057 39.27 42.60  40.93 5 -
0.248 0.1750.178 0.056 47.12 45.78 46.45 /
0.495 0.156 0.16 0.057 55.89 53.31 54.60
0.990 0.159 0.157 0.15 0.061 56.49 57.13 59.57 57.73 A I
Kontrola 0.274 0.276 0.29 0.058 e rensenraa ot
(mlg(;?r(;L) 036 0.33 5
J. sabina/sisarke 100+
0.037 0.216 0.052 0.037 24.57 25.06 24.81
0222 0.176 0.057 0.222 45.41 46.02 45.72
0.369  0.170 0.165 0.055 0.369 46.46 47.37 49.66 47.83 e "] P R
0.739 0.168 0.055 0.739 51.85 48.21 50.03 g w/
1.478  0.154 0.154 0.057 1.478 54.49 55.73 5577 55.33
2.217 0.160 0.153 0.061 2.217 57.06 55.23 58.06 56.78
2.956  0.162 0.155 0.066 2.956 54.33 56.15 59.38 56.62 Ko R;;“mkonifmracuaf&g,m215 0
Kontrola 0.248 0.260 0.314 0.055
(mg;;(;l_) 041 041 041 iodflolo
J. phoenicea/iglice "
0.037 0.197 0.198 0.193 0.053 40.73 40.39 42.47 41.194
0.222 0.187 0.196 0.055 45.69 42.10 43.89425
0.369 0.187 0.182 0.061 48.13 50.48 4930761 = | .t T
0.739 0.170 0.163 0.060 55.01 57.58 56.29612 g o
1.478  0.177 0.170 0.169 0.063 53.38 55.95 56.51 55.28039
2217 0.184 0.176 0.072 54.18 57.30 55.7369 |
2956  0.2050.202 0.201 0.079 48.44 49.70 50.06 49.40026 T o gy
Kontrola 0.3010.302 02920054 Grafik 8.27. Zavisnost RSCyo — radna
ICso 0.50 koncentracija ekstrakta
(mg/mL) 049 05 +0.01 J. sabina/iglice;

J. sabina/siarke;
J. phoenicea/iglice
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Tabela 8.30. Kapacitet ,hvatanja“ NO" radikala
(J. phoenicealsisarke - ekstrakt)

Apsorbancija RSCho (%)

Radna Srednja

konc. A Ay As; Awr RSC; RSC, RSC; vrednost
(mg/mL)

J. phoenicea/sisarke

0.037 0.241 0.246 0.240 0.056 21.86 19.78 22.29 21.31 100

0.222 0.209 0.203 0.057 36.23 38.60 37.42 “

0.369 0.203 0.189 0.193 0.057 38.46 44.41 4258 41.82

0.739  0.193 0.186 0.184 0.060 43.62 46.89 47.38 45.96 g v

1.478  0.183 0.182 0.058 47.47 47.98 47.72 A

2217 0.187 0.184 0.059 46.16 47.54 46.85 Zojf"

2.956 0.190 0.189 0.185 0.059 45.00 45.40 46.92 45.77
Kontrola 03040298 0290 0061 LT
(mlg%r(; L) > 2.956 Grafik 8.28. Zavisnost RSCyo — radna

koncentracija ekstrakta
J. phoenicea/sisarke
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8.2.5. Inhibicija lipidne peroksidacije
Tabela 8.31. Inhibicija lipidne peroksidacije
(J. communis/iglice; J. communis/Sisarke; J. macrocarpa/iglice - ekstrakt)

Inhibicija lipidne peroksidacije

404

0

T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Radna koncentracija (ug/mL)

404

0

T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Radna koncentracija (ug/mL)

Apsorbancija (%)
Radna Srednja
konc. Al A A Ao RSC; RSC, RSC; vrednost
(ng/mL)
J. communis/iglice 100
75.76  0.169 0.156 0.172 0.054 35.89 43.10 34.18 37.72 g
151.52 0.152 0.146 0.148 0.054 4553 48.73 47.68 47.31 g
303.03 0.1390.140 0.142 0.066 59.19 58.30 57.27 58.26 a
606.06 0.148 0.149 0.138 0.074 58.77 57.99 6455 60.44 é‘ “
757.58 0.134 0.145 0.134 0.133 99.46 93.63 99.60  97.56 §
1515.15 0.134 0.147 0.146 0.128 97.01 89.26 89.81 92.02 0
Kontrola 0.152 0.146 0.148 0.054 45.53 48.73 47.68
(“'g?rﬁ’l_) 193.98 16491 19577 (o750
J. communis/sisarke 0.
75.76  0.164 0.181 0.167 0.041 25.30 15.48 23.81 21.53
151.52 0.162 0.162 0.159 0.041 27.10 26.87 2853 27.70 %_
303.03 0.1480.148 0.148 0.044 37.12 37.01 37.06 37.09 Z
606.06 0.142 0.144 0.145 0.054 46.64 45.24 4482 4557 é‘
75758 0.143 0.145 0.140 0.055 46.37 4554 48.35 46.95 Ei
1515.15 0.164 0.151 0.155 0.088 54.00 61.83 59.13 58.32 :
Kontrola 0.164 0.181 0.167 0.041 o
(u'g(/:rﬁ’l_) 060.42 846.49 8547 o020
J. macrocarpa/iglice o
75.76  0.171 0.166 0.165 0.041 26.84 29.29 30.05 28.72
151.52 0.1600.166 0.161 0.044 3510 31.72 3429 3371 3_
303.03 0.1710.168 0.160 0.057 36.01 37.35 42.05 38.47 j
606.06 0.176 0.190 0.182 0.083 47.48 39.46 44.28 43.74 :
757.58 0.1810.1950.163 0.086 46.29 38.92 56.91 47.37 5:
1515.15 0.193 0.168 0.169 0.126 62.21 76.41 75.67 71.43 E
Kontrola 0.171 0.166 0.165 0.041 0
ICs0 775.18 713.87 517.56 4453
(ng/mL)

T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Radna koncentracija (ug/mL)

+43.35 Grafik 8.29. Zavisnost I, — radna koncentracija
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Tabela 8.32. Inhibicija lipidne peroksidacije
(J. macrocarpa/sisarke; J. excelsa/iglice; J. excelsa/sisarke - ekstrakt)

Inhibicija lipidne peroksidacije

Apsorbancija %)
Radna Srednja
konc. Ar A, A; Aw RSC; RSC, RSC; vrednost
(ng/mL)
J. macrocarpa/sisarke 100

113.21 0.306 0.332 0.324 0.039 1524 7.20 9.55 10.66
226.42 0.296 0.304 0.280 0.041 19.38 16.71 24.45 20.18
452.83 0.272 0.278 0.284 0.042 27.43 2539 2359 25.47
905.66 0.265 0.237 0.227 0.130 57.07 66.15 69.27 64.16
1132.08 0.242 0.258 0.254 0.068 44.99 40.08 41.18 42.08

Inhibicija lipidne peroksidacije (%)
\

226415 0.238 02720231 0.119 6222 5149 6449 59.40 Y
Kontrola 0.306 0.3320.3240039 e
(u'g?rﬁ’l_) 108158 1083.52 909.45 po o
J. excelsa/iglice
1838  0.181 0.178 0.176 0.078 36.77 38.90 39.92  38.53
36.76  0.1650.164 0.155 0.075 45.01 4538 50.89  47.10 - o] J—

73.53 0.136 0.134 0.133 0.076 63.22 64.40 64.92 64.18
147.06 0.196 0.136 0.129 0.092 36.56 73.37 77.69 75.53
294.12 0.137 0.194 0.141 0.098 76.02 40.63 73.39 74.71
367.65 0.2350.1820.162 0.128 34.54 66.98 79.16 66.98
Kontrola 0.324 0.270 0.223 0.084

Inhibicija lipidne peroksidacija (%
3
T
\.\
/
-/
/ |

T T T 1
0 100 200 300 400

I C50 40 41 Radna koncentracija (ung/mL)
(ug/mL) 36.77 38.90 39.92 +4.12
J. excelsa/sisarke
150.38 0.199 0.202 0.209 0.044 4752 46.68 4430  46.17 1

300.75 0.1790.178 0.179 0.048 55.77 56.19 55.86 55.94
601.50 0.1950.196 0.165 0.064 55.77 55.29 65.86  60.81
1203.01 0.214 0.217 0.171 0.087 57.04 56.06 7153  61.55
1503.76 0.231 0.178 0.252 0.104 57.00 75.01 49.97  66.01
3007.52 0.240 0.213 0.289 0.191 83.47 9250 66.88  80.95
Kontrola 0.295 0.425 0.278 0.037

T T T T T T
—————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— 0 500 1000 1500 2000 2500 3000

I C50 249 . 16 Radna koncentracija (ug/mL)

Grafik 8.30. Zavisnost I p — radna koncentracija
ekstrakta
J. macrocarpa/sisarke;
J. excelsaliglice;
J. excelsa/sisarke

. 1

Inhibicija lipidne peroksidacije (%)
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Tabela 8.33. Inhibicija lipidne peroksidacije
(J. sibiricaliglice; J. sibirica/sisarke; J. foetidissima/iglice — ekstrakt)

Inhibicija lipidne peroksidacije

Apsorbancija (%)

e AL A A, Ae RSC; RSC, RSC \i’;dn”({;
(ng/mL).

J. sibiricaviglice
75.76  0.117 0.113 0.111 0.045 44.80 47.98 48.86 47.21 g™ l [
151.52 0.1100.108 0.104 0.049 53.54 54.80 57.93 54.17 3 ) J I
303.03 0.127 0.140 0.105 0.057 4558 3597 62.97 62.97 A
606.06 0.140 0.148 0.138 0.081 54.29 4879 56.17 54.29 : )
757.58 0.164 0.153 0.116 0.099 49.65 58.53 87.11 65.10 £~
1515.15 0.124 0.198 0.163 0.130 104.33 47.74 7479 61.27 -
Kontrola 0.139 0.184 0.182 0.038 Radna kanceniracia (.gm)
(“:;rﬁ’l_) 131.00 1431.03 103.84 ﬂ;‘z‘i

J. sibirica/$isarke 100+

150.38 0.232 0.236 0.234 0.056 43.33 42.14 4270 42.72
300.75 0.2150.226 0.224 0.049 46.52 43.22 4359 4444
601.50 0.2120.214 0.213 0.059 50.77 50.39 50.62 50.59
1498.13 0.303 0.310 0.333 0.097 33.78 3156 24.18 29.84
1872.66 0.3100.273 0.279 0.118 38.15 50.16 47.97 45.43
374532 0.4340.361 0.397 0.183 19.24 4283 31.16 31.07

40 '/i/./—\\%\\
T~

—

Inhibicija lipidne peroksidacije (%)

Kontrola 0.369 0.340 0.336 0.037 0 500 1000 1500 2000 %5'00 3000 3500 4000
______________________________________________________________________________ Radna koncentracija (ug/mL)

I1Cs 553.58
(ug/mL) 487.40 59559 577.75 +58.00

J. foetidissima/iglice
9.33 0.2070.197 0.220 0.050 4.62 11.04 -3.28 7.83
18.66 0.198 0.186 0.189 0.055 13.57 20.82 1879 17.73
74.63 0.1790.177 0.177 0.055 25.14 26.18 26.14 25.82
29851 0.1610.1630.179 0.066 42.65 4129 31.23 41.97
746.27 0.1480.164 0.167 0.099 69.95 60.38 58.25 59.32
1492.54 0.147 0.248 0.160 0.129 88.67 27.86 80.84 84.75

Inhibicija lipidne peroksidacije (%)

KontrOIa Ol233 Ol206 0l203 0l049 ° 0 260 4(‘)0 6(‘)0 860 10‘00 12‘00 14‘00 16‘00
Radna koncentracija (ng/mL)
S 307.66 454.63 422.68 4o oo _ _ " )
(ng/mL) =£0. Grafik 8.31. Zavisnost I p" — radna koncentracija
ekstrakta
J. sibirica/iglice;

J. sibirica/$isarke;
J. foetidissima/iglice
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Tabela 8.34. Inhibicija lipidne peroksidacije
(J. foetidissima/sisarke; J. oxycedrus/iglice; J. oxycedrus/sisarke - ekstrakt)

Inhibicija lipidne peroksidacije

Apsorbancija (%)
o A A As Aw RSC; RSC, Rsc, Jrednia
(ug/mL) vrednost
J. foetidissima/sisarke w001

2306 0.1870.1750.162 0.049 1574 2290 3089 2317  _ |

4613 0.1670.1790.161 0051 2941 2226 3340 2836 ¢ R
18450 0.2570.203 0.165 0.059 2043 1231 3553 3553 & | —

738.01 0.1740.206 01720090 4875 29.15 49.96 4262  § i, /]/

1845.02 0.1960.261 0242 0.142  67.02 27.46 39.04 4724  § g

3690.04 0.3100.211 02220198 3195 9185 8531 6970
Kontrola 0.208 0.203 0.224 0.048 T T T e
(u'g?rﬁ’l_) 771.04 2972.85 74151 Sggg

J. oxycedrus/iglice
9.33 0.1390.1350.136 0.046 21.65 2498 2414 2359
18.66 0.1380.183 0.136 0.049 25.04 -12.31 2691 25.98
74.63 0.143 0.139 0.144 0.050 22.27 2521 20.78 22.75
298.51 0.1760.194 0.164 0.066  7.31 -7.75 1753  17.53
746.27 0.194 0.215 0.221 0.102 2257 439 -0.75 2257
1492.54 0.1780.166 0.187 0.129 58.99 69.38 5151 59.96

100 4

80 4

R

2 H\.\J/

Inhibicija lipidne peroksidacije (%)

KontrOIa 0165 0171 0159 0046 00 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
I CSO 1198 . 07 Radna koncentracija (pg/mL)
(ng/mL) 1191.42 808.25 1204.72 940

J. oxycedrus/sisarke
23.06 0.1950.2100.204 0.048 10.20 116 5.20 3.18
46.13 0.2050.213 0.191 0.046 293 -1.67 1148 293
184.50 0.196 0.207 0.201 0.049  9.83 313 734 6.77
738.01 0.2010.189 0.245 0.055 10.67 18.02 -16.02 14.35
1845.02 0.2110.198 0.202 0.070  14.08 21.67 19.62 18.45
3690.04 0.2210.2310.223 0.091 20.14 1449 1896 17.86

100 4

80 4

60

40

Inhibicija lipidne peroksidacije (%)

R e

KontrOIa 0.208 0.203 0.224 0.048 ° 0 5(‘)0 10‘00 15‘00 2(;00 25‘00 3(;00 35‘00 4(1:00
_______________________________________________________________________________ Radna koncentracija (ng/mL)
IC
(ug/ri;) L) >3690.04 Grafik 8.32. Zavisnost I, p — radna koncentracija
ekstrakta

J. foetidissima/sisarke;
J. oxycedrus/iglice;
J. oxycedrus/sisarke
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Tabela 8.35. Inhibicija lipidne peroksidacije
(J. sabina/iglice; J. sabina/sisarke; J. phoenicea/iglice - ekstrakt)

Inhibicija lipidne peroksidacije

Apsorbancija (%)
e A. A As Aw RSC; RSC, RSCs \i’;dn”({:‘t
(ng/mL)
J. sabina/iglice 100+
933 02510223 0.24 0041 17.86 2911 2002 2349
1866 02060221 022 0.052 39.91 3397 3148 3512 & |
7463 02010306 030 0.047 3966 -124 030 3966 1 P
20851 0.2000.183 0.19 0.055 4337 4998 4720 4685 ¢ «l.
74627 01670179 0.19 0.076 64.14 5981 5286 5893  § |
149254 02630172 028 0122 4517 8053 37.97 5456 -
_Kontrola  0.2860.255 035 0042 SR e
(“'gfrﬁ’l_) 334.55 345.87 45030 oot
J. sabina/sisarke
2306 0.2050.177 0.184 0.043 1355 2842 2500 2232

46.13  0.1930.198 0.186 0.045 21.03 18.56 25.03 21.54
18450 0.1830.161 0.174 0.050 28.84 40.86 33.93 31.38

80 4

60

738.01 0.1550.159 0.161 0.056 47.33 45.24 44.09 45.55 % . _—
1845.02 0.1510.145 0.171 0.064 53.72 56.93 4292 55.32 ‘j% “7 /
3690.04 0.1950.149 0.160 0.086 42.19 66.66 60.36 56.40 g zo@
Kontrola 0.223 0.209 0.250 0.039 : , e
(ulgs:r?r;)L) 11556 1049.3 13839 2 Radnaencaniacia 09
J. phoenicea/iglice

9.33 0.246 0.237 0.228 0.044  20.91 24.30 27.99 24.40 m“

18.66  0.236 0.223 0.219 0.048 26.52 31.51 33.28 30.44 g o

74.63  0.206 0.198 0.206 0.047 37.74 40.87 37.88 38.83 i I SR
298.51 0.1890.181 0.183 0.060 49.92 52.87 52.02 51.60 a N /

746.27 0.186 0.167 0.189 0.082 59.26 66.99 58.24 61.49 3: g
149254 0.2130.226 0.211 0.122 6456 59.47 65.32 63.12 2™
Kontrola 0.286 0.255 0.353 0.042 T e

1Cs0 284.84 279.18 284.14 25212 ——
(ng/mL) +3.09 Grafik 8.33. Zavisnost I p — radna koncentracija

ekstrakta
J. sabinaliglice;

J. sabina/siSarke;
J. phoenicea/iglice
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Tabela 8.36. Inhibicija lipidne peroksidacije
(J. phoenicea/sisarke; BHA; BHT — ekstrakt i standardi)

Inhibicija lipidne peroksidacije

Apsorbancija (%)
Radna i
konc. A Ay A; Aw RSC; RSC; RSC \/S;denn({:\t
(ng/mL)

J. phoenicea/sisarke
23.06 0.208 0.199 0.195 0.045 13.49 1834 20.15 17.33
46.13 0.177 0.199 0.207 0.048 31.81 19.91 15.73 22.48
184.50 0.2080.172 0.198 0.069 26.13 45.38 31.75 28.94
738.01 0.2010.193 0.174 0.058 23.97 27.72 38.29 33.01
1845.02 0.207 0.205 0.207 0.119 53.00 54.21 53.12 53.44
3690.04 0.2230.232 0.237 0.128 49.45 4456 41.96 45.32
Kontrola 0.223 0.209 0.250 0.039 0

I1Csp 1461.88
(ug/mL) 1502.9 1841.8 1420.8 +58.03

Inhibicija lipidne peroksidacije (%)
= =l

T T T T T T T J
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Radna koncentracija (ng/mL)

100 4

“le b

236  0.1940.195 0.185 0.046 32.42 31.96 36.53 33.64
9.51 0.1570.196 0.178 0.046 49.32 3151 39.73 35.62
19.01 0.176 0.183 0.166 0.046 40.64 37.44 4521 41.10
38.02 0.112 0.119 0.111 0.046 69.86 66.67 70.32 68.95
57.03 0.102 0.118 0.122 0.046 74.43 67.12 6530 68.95
76.05 0.104 0.098 0.105 0.047 73.97 76.71 7352 74.73

Inhibicija lipidne peroksidacije (%)

Kontrola 0.273 0.252 0.253 0.040 O
_____________________________________________________________________________ Radna koncentracija (ng/mL)
ICs 24.12
(ue/mL) 24,73 26.27 21.35 1259
BHT 0.
236 0.147 0.173 0.150 0.047 55.16 43.50 53.81 50.82 "
951  0.1930.219 0.200 0.046 34.08 22.42 3094 29.15 £ "
19.01 0.2530.175 0.250 0.054 10.76 45.74 12.11 45.74 Z €01 g
38.02 0.1210.121 0.107 0.049 67.71 67.71 73.99 69.81 é‘m‘
57.03 0.1000.102 0.101 0.0563 78.92 78.03 78.48 78.48 5:
76.05 0.096 0.097 0.084 0.058 82.96 82.51 88.34 84.60 £
Kontrola 0.268 0.238 0.284 0.040 T a6 e e
_____________________________________________________________________________ Radna koncentracija (ug/mL)
ICs 19.32
(ug/mL) 18.47 2169 17.81 +2.08 Grafik 8.34. Zavisnost I p — radna koncentracija
ekstrakta/standarda
J. phoenicea/sisarke;
BHA,;
BHT
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Tabela 8.37. Inhibicija lipidne peroksidacije

(J. communis/iglice; J. communis/sisarke; J. macrocarpa/iglice — etarsko ulje)

Inhibicija lipidne peroksidacije

Apsorbancija (%)
Radna Srednja
konc. A A As A RSC; RSC, RSC;
(uL/mL) vrednost
J. communis/iglice
0.00184 0.201 0.196 0.215 0.086  23.94 27.39 15.01 2211
0.00368 0.197 0.195 0.194 0.086  26.95 28.28 29.25 28.16
0.01838 0.137 0.148 0.137 0.089 68.48 61.55 68.62 66.21
0.03676 0.124 0.127 0.128 0.079  70.32 68.30 67.98 68.87
0.09191 0.109 0.111 0.113 0.078  79.47 78.24 76.99 78.23
0.18382 0.098 0.108 0.099 0.086 91.88 85.31 91.19 89.46
Kontrola 0.236 0.231 0.231 0.080
(nll_cl:rsr?L) 9.54 10.61 9.79 -'_?09586
J. communis/Sisarke
0.01838 0.178 0.190 0.193 0.045  49.09 44.63 43.48 45.73
0.03676 0.163 0.159 0.147 0.046  55.33 56.74 61.30 57.79
0.09191 0.1280.121 0.119 0.050 69.97 7253 73.42 7197
0.18382 0.1210.113 0.118 0.053  74.26 77.04 75.13 75.48
0.45956 0.112 0.126 0.116 0.059 79.56 7446 78.17 77.39
0.91912 0.106 0.115 0.100 0.058 81.66 78.17 83.94 81.26
Kontrola 0.307 0.279 0.343 0.049
(nll_sr?r?L) 2114 2395 2321 200
J. macrocarpa/iglice
0.01838 0.247 0.232 0.236 0.045 18.85 25.07 23.33 2241
0.03676 0.199 0.188 0.148 0.044  37.71 4234 58.44 40.02
0.09191 0.173 0.149 0.150 0.046  48.94 58.44 57.95 58.19
0.18382 0.1350.138 0.135 0.046  64.33 63.12 64.48 63.98
0.45956 0.1330.115 0.126 0.047 6556 7251 68.19 68.75
0.91912 0.1410.118 0.127 0.050 63.45 7255 68.98 68.33
Kontrola 0.334 0.255 0.283 0.042
(n'L(/:;;’L) 5761 5670 57.66 o

204

Inhibicija lipidne peroksidacije (%) Inhibicija lipidne peroksidacije (%)

Inhibicija lipidne peroksidacije (%)

_ B
~ —
bt
/
/
/
F
T T T 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
Radna koncentracija (uL/mL)
) _® B L
/
T T T T J
0.0 0.2 04 0.6 08 10
Radna koncentracija (uL/mL)

T T T T ]
0.2 04 06 08 10
Radna koncentracija (uL/mL)

Grafik 8.34. Zavisnost I " — radna koncentracija

etarskog ulja
J. communis/iglice;
J. communis/sisarke;
J. macrocarpa/iglice
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Tabela 8.38. Inhibicija lipidne peroksidacije
(J. macrocarpa/sisarke; J. excelsa/iglice; J. excelsa/sisarke — etarsko ulje)

Inhibicija lipidne peroksidacije
(%)

Radna Srednja
konc. A A A Ao RSC; RSC, RSC; vrednost
(uL/mL)

Apsorbancija

J. macrocarpa/sisarke
0.01838 0.196 0.181 0.229 0.040 25.78 33.03 9.97 22.92
0.03676 0.188 0.215 0.193 0.039 29.49 16.60 26.89 24.33
0.09191 0.171 0.160 0.166 0.041 37.89 42.95 40.29 40.38
0.18382 0.125 0.127 0.131 0.042 60.19 59.23 57.56 59.71
0.45956 0.133 0.136 0.130 0.046 58.88 57.04 59.95 58.62
0.91912 0.125 0.136 0.130 0.047 62.70 57.50 60.31 60.17
Kontrola 0.215 0.260 0.273 0.039 °o0 o2 o o o To

ICso 159.44
(nLmL) 151.14 174.72 152.47 11395

J. excelsa/iglice 1001
0.01838 0.251 0.253 0.247 0.046 1.60 099 3.78 2.12
0.03676 0.169 0.193 0.180 0.045 40.28 29.21 35.24 3491
0.09191 0.105 0.218 0.159 0.045 71.28 16.97 4504 71.28 “1
0.18382 0.132 0.121 0.140 0.052 61.37 67.10 57.55 62.01 “11
0.45956 0.118 0.123 0.115 0.050 67.22 64.75 68.95 66.98
0.91912 0.127 0.117 0.111 0.052 64.11 68.65 71.57 68.11 |
Kontrola 0.251 0.245 0.267 0.045 R

______________________________________________________________________________ Radna koncentracija (uL/mL)

ICs0 38.01 4653 47.14 43.89
(nL/mL) +5.10

J. excelsa/sisarke 100
0.0184 0.187 0.209 0.174 0.052 3559 2518 4160 34.13
0.0368 0.175 0.178 0.162 0.043 36.89 35.66 43.10 39.38
0.0919 0.155 0.149 0.141 0.060 5441 57.42 60.85 57.56
0.1838 0.142 0.132 0.139 0.044 5313 5809 54.90 56.49
0.4596 0.121 0.122 0.120 0.046 63.83 63.57 64.45 63.95
0.9191 0.108 0.128 0.116 0.043 68.93 59.29 65.03 64.42
Kontrola 0.251 0.245 0.267 0.045 0.063 0.066 0.050 o dr ea o0 on s

Radna koncentracija (uL/mL)

100

80+

604 L] /7Mi//fﬁj,,,,,,fiiiﬁ

o 4

Inhibicija lipidne peroksidacije (%)

Radna koncentracija (uL/mL)

80+

L]
-

|
HH

Inhibicija lipidne peroksidacije (%)

80+

Inhibicija lipidne peroksidacije (%)
3
\#—I—i
-

1Cso 62.81 66.60 50.04 59.82 Grafik 8.36. Zavisnost I ' — radna koncentracija
(nL/mL) 9.0 etarskog ulja
J. macrocarpa/sisarke;
J. excelsaliglice;
J. excelsa/sisarke
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Tabela 8.39. Inhibicija lipidne peroksidacije
(J. sibirica/iglice; J. foetidissima/iglice; J. foetidissima/sisarke — etarsko ulje)

Inhibicija lipidne peroksidacije

Apsorbancija %)
Radna .
kone. A, A, As Aw RSC, RSC, RSC \i’;dn”({;
(uL/mL).
J. sibirica/iglice 100

0.01838 0.177 0.226 0.216 0.045 32.09 652 11.65 16.76
0.03676 0.187 0.170 0.215 0.054  31.39 40.38 17.13 24.26

80+

60 4

0.09191 0.162 0.194 0.141 0.050  42.05 2576 53.03 33.91 g
0.18382 0.156 0.160 0.173 0.050  45.32 43.40 36.86 44.36 /%
0.45956 0.166 0.135 0.172 0.050  40.69 56.20 37.26 44.72 H'
0.91912 0.145 0.155 0.136 0.056 ~ 54.11 48.95 58.86 53.98 - l
Kontrola 02430227 02530.047 iy
(m'_?;;’L) 74404 35181 69838 |5 20
J. foetidissima/iglice 100-
0.00936 0.252 0.260 0.254 0.051  27.65 24.94 2694 26.51 ]
0.01873 0.278 0.282 0.245 0.056  20.25 18.67 32.00 23.64 : B
0.03745 0.268 0.2550.254 0.044  19.40 24.13 2425 22.59 ¢ e
0.18727 0.1900.194 0.203 0.045 47.82 46.16 42.94 4564 / B
0.46816 0.164 0.172 0.154 0.045 57.17 5422 60.57 55.69 ik
0.93633 0.154 0.145 0.146 0.045  60.69 63.79 63.51 62.66 :
Kontrola 0.315 0.332 0.312 0.042 R
(m'_(;r?gl_) 20141 33833 33282 o
J. foetidissima/sisarke 100+
0.00936 0.317 0.286 0.294 0.043 153 1244 980  7.92 . P
0.01873 0.3230.258 0.296 0.044  -0.02 2327 9.39 16.33 § / \(
003745 0.2990.303 0270 0.043 801 646 1820 13.10 ¢
0.18727 0.2260.3310.192 0.051 3691 -0.76 49.42 43.16 /%
0.46816 0.189 0.2450.177 0.164 91.15 7098 9547 85.87 £/
0.93633 0.187 0.163 0.181 0.073 58.90 67.45 60.95 62.43 ) %f
Kontrola 0.315 0.332 0.312 0.042 e
(nIL(/:ri?L) 208.13 228.53 167.70 ‘111&323 Grafik 8.37. Zavisnost I p — radna koncentracija

etarskog ulja
J. sibirica/iglice;
J. foetidissima/iglice;
J. foetidissima/sisarke
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Tabela 8.40. Inhibicija lipidne peroksidacije
(J. oxycedrus/iglice; J. oxycedrus/sisarke; J. sabina/iglice — etarsko ulje)

Inhibicija lipidne peroksidacije

Apsorbancija (%)

e A. A As Ae RSC; RSC, Rsc, oredna
(uL/mL) vrednost
J. oxycedrus/iglice
0.00936 0.202 0.202 0.207 0.057 867 850 550 7.6
0.01873 0.2040.184 0203 0.049 132 1415 251 599
0.03745 02110192 0.197 0.060 436 1621 1319 11.25
0.18727 02040192 0.171 0053 421 11.85 2486 13.64
0.46816 0.1850.161 0.167 0.052 1636 3119 27.70  25.08
187266 0.1210.122 0123 0.052 5579 5566 5491 5546

Kontrola 0.214 0.201 0.222 0,054

(m'_?;fl_) 1661.10 1555.05 1507.15 07
J. oxycedrus/sisarke

0.00936 0.209 0.198 0.186 0.049 145 568 1286  9.27

0.01873 0.2010.199 0.201 0.048  3.06 429 307 347

0.03745 0221 0221 0.2050.053 -603 -626 417 417

0.18727 0.187 0.186 0.194 0.058 18.60 19.07 1419 17.29

0.46816 0.169 0.185 0.184 0.080 4387 3321 3411 37.06

0.93633 0.142 0.150 0.148 0.110  79.23 7445 7599  76.55

Kontrola 0.214 0.201 0.222 0.054

(m'j?gl_) 547.08 620.00 63380  yoo)

J. sabina/iglice

0.00936 0.173 0.176 0.184 0.045 574 814 -1453  -9.47

0.01873 0.159 0.163 0.155 0.045 574 302 946 607

0.03745 0.153 0134 0.134 0.048 13.02 28.64 2852  23.40

0.18727 0.1250.120 0.114 0.048 3618 4047 4536  40.67

0.46816 0.1010.110 0.099 0.047 5545 4841 57.56  53.81

0.93633 0.102 0.096 0.108 0.051 58.12 6327 5305  58.15

Kontrola 0.165 0.182 0.163 0.049

(n'L(/:;;’L) 38380 36093 28722 S

100 4

Inhibicija lipidne peroksidacije (%)

Inhibicija lipidne peroksidacije (%)

Inhibicija lipidne peroksidacije (%)

80+

60 4

40

204

T T
0.0 05 1.0 15
Radna koncentracija (uL/mL)

T
0.0 05
Radna koncentracija (uL/mL)

1
1.0

T T T T
0.0 02 04 06 08
Radna koncentracija (uL/mL)

Grafik 8.38. Zavisnost I p —radna koncentracija

etarskog ulja
J. oxycedrus/iglice;
J. oxycedrus/Sisarke;
J. sabina/iglice
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Tabela 8.41. Inhibicija lipidne peroksidacije
(J. sabina/sisarke; J. phoenicea/iglice; J. phoenicea/sisarke — etarsko ulje)

Radna
konc.
(uL/mL)

Apsorbancija

Inhibicija lipidne peroksidacije
(%)

Al A

As

Akor

RSC;

RSC;

RSC;

Srednja
vrednost

J. sabina/sisarke

0.00936
0.01873
0.03745
0.18727
0.46816
0.93633
Kontrola

1Cso
(nL/mL)

0.116 0.128
0.125 0.122
0.139 0.129
0.105 0.104
0.098 0.097
0.107 0.091
0.165 0.182

0.145
0.142
0.124
0.110
0.100
0.131

0.048
0.054
0.054
0.061
0.049
0.055

43.56
41.21
29.73
63.14
60.12
57.16

J. phoenicea/iglice

0.01873
0.03745
0.18727
0.46816
0.93633
1.87266
Kontrola

ICso
(nL/mL)

0.167 0.171 0.139 0.046
0.151 0.167 0.161 0.047
0.133 0.123 0.160 0.050
0.115 0.116 0.108 0.052
0.104 0.112 0.107 0.051
0.099 0.100 0.098 0.051
0.169 0.192 0.201 0.047

1411
25.54
40.48
55.20
62.20
65.56

10.80
14.08
47.60
54.70
56.48
65.00

262.64

J. phoenicea/sisarke

0.00936
0.03745
0.18727
0.46816
0.93633
1.87266

0.190 0.178 0.199 0.054
0.158 0.142 0.168 0.048
0.133 0.159 0.134 0.048
0.140 0.129 0.129 0.050
0.120 0.123 0.119 0.048
0.115 0.111 0.111 0.050

2.30
21.98
39.54
36.13
48.49
53.44

1151
33.27
20.54
43.47
46.50
56.68

-3.91
14.29
39.07
43.90
49.32
56.26

Inhibicija lipidne peroksidacije (%) Inhibicija lipidne peroksidacije (%)

Inhibicija lipidne peroksidacije (%)

100 4

80 4

60

T T T T T
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Radna koncentracija (uL/mL)

w04

100 4

80 4

60

40

T T T T
05 10 15 20
Radna koncentracija (ul/mL)

Kontrola 0.169 0.192 0.201 0.047 0

ICso 864.38
(nL/mL) 791.45 899.37 1+63.17  Grafik 8.39. Zavisnost I p —radna koncentracija

etarskog ulja
J. sabina/siarke;
J. phoenicea/iglice;
J. phoenicea/sisarke

T T T T
0.0 05 10 15 20
Radna koncentracija (uL/mL)
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8.2.6. Redukcioni potencijal (FRAP test)

Tabela 8.42. Kalibraciona kriva
(redoks potencijal askorbinske kiseline)

Radna proba

Pocetna Radna

konc. konc. 0

ask. ask. Ay A, As  Aw A
kiseline kiseline 05
(ug/mL)  (ng/mL) =

140 4.67 0.627 1.017 0.835 0.034 0.735 é o4

120 4.00 0.758 0.764 0.740 0.039  0.658 < 0155058
100 3.33 0590 0.634 0599 0.046  0.505 N
80 2.67 0448 0428 0400 0036 0.332 e

60 2 . 00 0 . 329 0 . 370 0 . 362 O . 043 O . 253 Radna koncentracija askorbinske kiseline (ug/mL)

40 1.33 0.348 0.301 0.317 0.035 0.23 Grafik 8.40. Kalibraciona kriva kori§¢ena
20 0.67 0185 0.232 0205 0035 0.116 za odredivanje redoks potencijala

' ' ' ' ' ' ispitivanih ekstrakata: funkcija zavisnosti

10 0.33 0.158 0.165 0.140 0.037 0.06 apsorbancije od koncentracije

5 0.17 0.118 0.120 0.121 0.037  0.026 askorbinske kiseline

25 0.08 0.106 0.108 0.111 0.040 0.011

1.25 0.04 0.118 0.107 0.108 0.038 0.016

Slepa 0.00 0.092 0.094 0.093 0.036  0.000

proba

Tabela 8.43. Redukcioni potencijal ispitanih ekstrakata

Apsorbancije radne probe i korekcije

Odredivanje Ekv. K mg
redukcionog konc. ask. M&&XV: mg ekv. ask. kiseline/
potencijala Ay A As Avor Aa A kiseline .ask.. suvog g suvog ekstrakta
kiseline ekstrakta
(ng/mL)

0.322 0.312 0.350 0.046 0.328 0.201  1.263 0.379 0.005 75.76

2 iglice  0.462 0.765 0.635 0.046 0.621 0.494  3.103 0.931 0.01 9310 94.67+2.23

2 0.897 1.150 1.408 0.050 1.152 1.021  6.417 1.925 0.02  96.25

§ 0.175 0.191 0.182 0.046 0.183 0.055  0.347 0.104 0.005  20.80

~ SiSarke 0.259 0.244 0.249 0.048 0.250 0.121  0.761 0.228 0.01 2282 22.66+1.78
0.362 0.416 0.394 0.052 0.391 0.258  1.624 0.487 0.02 2436
0.344 0.308 0.134 0.048 0.326 0.197 1.241 0.372 0.005 74.43

§ iglice  0.459 0.529 0.597 0.047 0.528 0.400 2.516 0.755 0.01  75.47 71.50+6.00

§ 0.695 0.711 1.047 0.051 0.817 0.685  4.307 1.292 0.02 64.60

§ 0.135 0.143 0.142 0.043 0.142 0.018 0.115 0.034 0.005  6.87

i Sisarke 0.144 0.146 0.153 0.045 0.145 0.019 0.121 0.036 0.01 3.63 3.61+0.03
0.165 0.162 0.166 0.045 0.164 0.038  0.239 0.072 0.02 3.59

L= 0.457 0.490 0.526 0.043 0.491 0.367  2.307 0.692 0.005 138.42

o ¢ iglice 132.18+11.25

) 0.890 0.790 0.891 0.040 0.857 0.737  4.631 1.389 0.01 138.92
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1376 1.347 1433 0041 1386 1.264 7.946 2384 002 119.19
0.322 0363 0.382 0038 0356 0.237 1488 0446 0005 89.29

Sisarke  0.608 0.543 0.602 0.040 0584 0.463 2913  0.874 001 87.38 86.732.95
0.957 0994 1.068 0040 1.006 0.885 5567 1670 002 8351
0.357 0372 0424 0036 0385 0268 168 0505 0005 100.93

< iglice 0689 0629 0.705 0039 0675 0555 3489  1.047 001 10466 103.7742.51
2 1299 1.224 1.195 0037 1239 1.121 7.047 2114 002 10571
& 0203 0225 0.187 0040 0205 0084 0531 0159  0.005 3187

= isarke 0290 0.269 0275 0037 0278 0160 1.007 0302 001 3021 32.08+1.98
0.432 0506 0502 0.037 0480 0362 2277 0683 002 34.16
0552 0590 0.605 0.039 0582 0462 2907  0.872  0.005 174.42

£ iglice 1109 1.124 1182 0040 1138 1018 6398 1919 001 19195 177.70+12.92
2 2000 2009 1.659 0.040 1.889 1.768 11.115 3335 002 166.73
g 0391 0531 0543 0.039 0489 0368 2315 0695 0005 138.92

T Sisarke 0872 0.877 0812 0040 0854 0732 4604 1381 001 13813 135314557
1301 1573 1.590 0.041 1488 1.367 8593 2578 002 128.90
0410 0.613 0.644 0.040 0556 0435 2735  0.820 0.005 164.08

@ iglice 1.096 1167 1.151 0.041 1138 1016 638 1916 001 19159 177.19+13.80
g 1.948 2.056 1.960 0.042 1988 1.865 11.727 3518  0.02 17590
< 0.179 0.184 0173 0.039 0179 0059 0371 0111 002 556

~ Sisarke 0.238 0229 0.246 0039 0238 0118 0741 0222 004 556  559+0.06
0.362 0.346 0374 0.039 0361 0240 1510 0453 008 566
0493 0492 0532 0.047 0506 0378 2377 0713  0.005 142.60

. iglice 0840 0860 0883 0046 0.863 0735 4.623 1387 001 13868 140.36+2.02
= 1669 1687 1487 0051 1614 1482 9319 2796 002 139.79
8 0208 0.195 0206 0.052 0203 0070 0443  0.133 0005 26.59

T Sisarke 0281 0.295 0.286 0.046 0287 0160 1.006 0302 001 3019 28.10+1.87
0.414 0.386 0453 0.045 0417 0292 1.833 0550 002 27.50
0.354 0.416 0415 0.051 0395 0263 1.652  0.496  0.005 99.15

g iglice 0765 0.642 0788 0049 0731 0601 3780 1134 001 11339 103.34:8.74
2 1159 1.143 1.188 0049 1.163 1.034 6499 1950 002  97.49
3 0.178 0175 0.173 0.038 0175 0.057 0356 0107 002  5.33

S sisarke 0219 0227 0230 0037 0225 0107 0673 0202 004 505  503+0.31
0.334 0322 0322 0.045 0326 0200 1258 0378 008 472

S'rf)%z 0.118 0.118 0.120 0.038 0.119
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8.2.7. Sadriaj ukupnih fenola

Tabela 8.44. Kalibraciona kriva (ukupni fenoli)

Radna proba

Pocetna Radna konc. 8
gal nlgokr: (s:él ine k?sﬂlr;ﬁe A1 Ao As Avar A 05 ]
(ng/mL) (ng/mL) L 05
80 8.00 0.772 0.760 0.788 0.053 0.717 g 04
60 6.00 0.606 0.599 0.602 0.047 0.551 ?%’ 03
50 5.00 0510 0502 0510 0.047  0.457 poivpoiot
40 4.00 0.425 0.412 0.421 0.044 0.371
30 3.00 0.338 0338 0351 0045  0.293 R
20 2.00 0252 0250 0.255 0.049  0.200 _ o ,
10 1.00 0160 0162 0169 0056  0.104 Sz:iféfe%fvtnialgﬁcgj;nzkkjmhk?;%ﬁ:nj
5 0.50 0.109 0.112 0.113 0.044 0.063 ispitivanim ekstraktima: funkcija
25 0.25 0.079 0.077 0081 0044 0.031 zavisnosti apsorbancije od koncentracije
galne kiseline
1.25 0.13 0.069 0.065 0.065 0.049 0.013
0.625 0.06 0.059 0.059 0.061 0.046 0.009
slepa proba 0.00 0.054 0.053 0.055 0.049 0.000
Tabela 8.45. Sadrzaj ukupnih fenola u ispitivanim ekstraktima
Apsorbancije radne probe i korekcije
Odredivanje Ekv.
sadrZaja konc. pgekv.  mg mg ekv. galne
ukupnih A A, As Ao Ay A galne  galne  suvog kiseline/g suvog
fenola kiseline Kiseline ekstrakta ekstrakta
(ng/mL)
0.205 0.192 0.185 0.049 0.194 0.129 1.323 0.397 0.00375 105.80
2 iglice 0.408 0.385 0.386 0.053 0.393 0.325 3.505 1.052 0.0075 140.21 137.62+3.67
E’ 0.719 0.681 0.666 0.057 0.689 0.615 6.751 2.025 0.015 135.02
§ 0.100 0.093 0.093 0.060 0.095 0.019 0.099 0.030 0.00375 7.90
- Sisarke 0.137 0.139 0.140 0.051 0.139 0.072 0.688 0.206 0.0075 27.52  29.42+2.68
0.228 0.221 0.226 0.058 0.225 0.151 1.566 0.470 0.015 31.32
0.185 0.175 0.179 0.058 0.180 0.106 1.060 0.318 0.00375 84.81
§ iglice 0.301 0.304 0.306 0.053 0.304 0.235 2.505 0.751 0.0075 100.18 94.81+8.66
§ 0.549 0.507 0516 0.052 0.524 0.456 4.971 1.491 0.015 99.43
§ 0.175 0.179 0.188 0.054 0.180 0.110 1.112 0.334 0.03 11.12
i Sisarke  0.204 0.212 0.217 0.051 0.211 0.144 1.491 0.447 0.06 7.46 7.17+£0.40
0.304 0.334 0.333 0.050 0.324 0.258 2.758 0.827 0.12 6.89
- 0.307 0.299 0.308 0.054 0.305 0.234 2.497 0.749 0.00375 199.74
é iglice 0466 0.471 0.480 0.052 0.472 0404 4393 1.318 0.0075 175.71 187.73+16.99
<>1<f 0.771 0.809 0.786 0.051 0.789 0.721 7.933 2.380 0.015 158.67
” Sisarke  0.220 0.214 0.209 0.049 0.214 0.149 1551 0.465 0.00375 124.05 94.71+8.16
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0.294 0303 0302 0048 0300 0236 2512 0754 0.0075 100.48
0.463 0478 0487 0051 0476 0.409 4.447 1334 0015 88.94
0265 0.286 0309 0082 0287 0.188 1983 0595 000375 158.61

< iglice 0471 0482 0502 0079 0485 0390 4233 1270 0.0075 169.33 155.92+14.94

2 0.740 0734 0710 0076 0.728 0.637 6991 2097 0015 139.82

& 0.149 0140 0.140 0049 0.143 0078 0749 0225 0.00375 59.90

= Sisarke 0.206 0201 0.189 0049 0199 0.134 1379 0414 00075 5514 54.68+5.46
0296 0.293 0305 0052 0.298 0230 2450 0735 0015 49.00
0323 0344 0341 0049 0336 0271 2905 0872 0.00375 23243

£ iglice 0518 0528 0525 0054 0524 0454 4954 1486 00075 198.17 196.07+2.97

2 0932 0954 0966 0055 0951 0.879 9.698 2910 0.015 193.97

g 0281 0274 0265 0053 0273 0203 2153 0646 000375 172.22

T Sisarke 0418 0438 0423 0051 0426 0360 3899 1170 00075 15595 154.86+13.82
0.681 0.694 0693 0052 0.689 0.621 6.820 2046 0015 136.40
0295 0286 0294 0053 0291 0223 2371 0711 000375 189.65

@ iglice 0462 0453 0466 0054 0460 0.390 4240 1272 0.0075 169.60 171.43+17.38

g 0.776 0767 0774 0051 0772 0705 7.751 2325 0.015 155.03

3 0.113 0.106 0099 0049 0.106 0041 0345 0.103 0.00375 27.58

~ Sisarke 0136 0.164 0.115 0058 0.139 0065 0.607 0.182 00075 24.28 25.93+2.34
0149 0153 0151 0049 0151 0.086 0.840 0252 0015 16.79
0249 0247 0230 0047 0242 0179 1.878 0563 0.00375 150.23

. iglice 0353 0366 0357 0050 0358 0292 3.147 0944 00075 12586 119.56:8.01

= 0583 058 0589 0052 058 0518 5663 1699 0015 113.26

8 0.127 0124 0123 0053 0.125 0056 0506 0.152 0.00375 40.46

T Sisarke 0.154 0154 0.160 0048 0.156 0.092 0909 0273 00075 36.37 36.82+3.43
0228 0231 0224 0051 0228 0.161 168 0505 0015 33.64
0567 0527 0521 0051 0539 0472 5147 1544 000375 411.74

g iglice 0311 0306 0304 0049 0307 0242 2588 0776 00075 10352 97.33+8.75

2 0.475 0479 0497 0049 0484 0419 4557 1367 0015 91.14

3 0117 0118 0103 0061 0113 0035 0276 0083 000375 22.07

S sisarke 0099 0110 0095 0047 0101 0039 0316 0095 00075 1265 11.9640.98
0.128 0122 0126 0048 0.125 0061 0563 0169 0015 11.27

S'rf)%z 0.064 0.065 0.064 0048 0.064
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8.2.8. SadrZaj ukupnih flavonoida

Tabela 8.46. Kalibraciona kriva (ukupni flavonoidi)
Radna proba

Pocetna Radna
kvlg?cr:e%na kvlg:)cr:e%na A Ao As Avor A 0zs
(ugml)  (ugiml)
80 7.947 0517 0483 0424 0162 0313 £l
60 5.960 0409 0397 0337 0140 0241 ow] )
50 4.967 0.353 0.339 0.284 0.122  0.204 )
40 3.974 0279 0281 0230 0137 0.126 ; : : :
30 2.980 0.205 0206 0.175 0083  0.113 | Rt
20 1.987 0.147 0148 0.127 0074  0.067 Graf'z"a i‘fe' dlfva;;?zascigﬁ;a}‘;;ﬁul;ﬁféena
10 0.993 0.093 0.094 0.103 0.057  0.040 flavonoida u ispitivanim ekstraktima:
5 0.497 0.073 0.071 0.071 0.049  0.022 funkcija zavisnosti apsorbancije od
25 0.248 0.065 0058 0055 0048  0.012 koncentracije kvercetina
1.25 0.124 0.051 0048 0048 0044  0.005
0.625 0.062 0.046 0045 0044 0044  0.001
slepaproba  0.000 0.041 0041 0040 0041  0.000

Tabela 8.47. Sadrzaj ukupnih flavonoida u ispitivanim ekstraktima

Apsorbancije radne probe i korekcije

Odredivanje Ek
sadrzaja kon\g ek mg mg ekv. kvercetina/
ukupnih A A; As Aor Ag k t: kug t\']' suvog ; : kstrakt ’
flavonoida vercetina kvercetina ., o1 Suvog ekstrakia

(ng/mL)

0.050 0.102 0.100 0.060 0.101 0.032 0.812 0.245 0.03 8.18

2 iglice 071 0163 0157 0.084 0167 0073  1.848 0558  0.06 930 9.11+0.85
2 0301 0.273 0275 0.110 0274 0155  3.914 1182 012 985
§ 0.078 0.085 0.083 0.056 0.082 0.017  0.434 0131 003 437
~ Sisarke 0.118 0.113 0.116 0.070 0.115 0.036 0911 0275 006 458  4.48+0.15
0183 0.189 0.186 0.088 0.186 0.090  2.255 0681 012 567
0.088 0.092 0.092 0.057 0.090 0.025  0.618 0187 003 622
g iglice 0136 0135 0.137 0.076 0.136 0.051  1.297 0392 006 653  6.68+0.56
S 0.228 0.235 0.228 0.106 0230 0.115  2.901 0876 012  7.30
S 0175 0.179 0.188 0.054 0.180 0.117  2.953 088 015 5091
i Sisarke  0.204 0212 0.217 0.051 0211 0.151  3.807 1.142 03 381 3570.34
0.304 0.334 0.333 0.050 0.324 0.265  6.665 1.999 06  3.33
0.307 0.299 0.308 0.054 0.305 0.241  6.076 1823  0.03 60.76
8 iglice 0466 0471 0480 0.052 0472 0411 10.354 3.106 0.06 5177 4881+4.18
% 0771 0.809 0.786 0.051 0789 0.728 18342 5503  0.12 4586
- 0.196 0.186 0.190 0.049 0.191 0.133  3.345 1.004 003 3345

W +
SiSarke ) 594 0303 0.302 0.048 0.300 0.243  6.110 1833 006 3055 -0o4292
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0501 0.498 0.497 0.051 0498 0439 11.047 3314 012 27.62
0.126 0.141 0.142 0074 0136 0.053 1.340 0405 003 13.49

o iglice 0219 0221 0227 009 0.222 0117  2.939 0887 006 1479 14.591.01

2 0.380 0.387 0401 0.136 0.389 0.244  6.151 1858 012 1548

= 0.100 0.100 0.104 0066 0.102 0.027  0.672 0203 003 677

= isarke 0157 0.155 0.154 0077 0.156 0.069  1.745 0527 006 878  855:0.33
0.240 0255 0.249 0108 0.248 0.131  3.302 0997 012 831
0.323 0324 0321 0049 0.323 0264  6.662 1.999 003 66.62

£ iglice 0518 0528 0525 0054 0524 0461 11621 3486 006 5810 60.38:5.48

2 0932 0954 0.966 0.055 0.960 0.896 22560  6.768  0.12  56.40

g 0.281 0274 0265 0053 0273 0210  5.300 1590 003 53.00

T Sisarke 0418 0438 0423 0051 0426 0367  9.239 2772 0.06 4620 49.60+4.81
0681 0694 0.693 0052 0.689 0.628 15830 4749 012  39.58
0.265 0.266 0.264 0053 0.265 0.203  5.120 153 003 51.20

© iglice 0.462 0453 0466 0054 0460 0397 10009  3.003  0.06 50.05 48.76+3.28

g 0.776 0777 0.774 0051 0.775 0715 18015 5405 012 4504

3 0113 0.106 0.099 0.049 0.103 0.045 1.130 0339 003 11.30

~ Sisarke 0124 0.116 0.115 0058 0.119 0052  1.309 0393 006 654  6.25:0.42
0.154 0153 0.51 0049 0.153 0.094  2.379 0714 012 595
0.133 0127 0.132 0083 0.131 0.038 0.968 0290 003 968

. iglice 0198 0187 0179 0112 0183 0067 1677 0503 006 838  893+0.67

= 0291 0.294 0294 0.146 0293 0.138  3.487 1046 012 872

8 0.233 0232 0227 0095 0231 0.126  3.179 0954 003 3179

~ isarke 0363 0.365 0.383 0.123 0.370 0239  6.013 1.804 006 30.06 32.01%2.07
0681 0711 0725 0.153 0705 0543 13.676 4103 012 3419
0.082 0.078 0082 0069 0.081 0.003  0.067 0020 003 067

g iglice 0110 0109 0110 0074 0.110 0026 0661 0198 006 331  3.32+0.03

2 0.174 0163 0.64 0.105 0.167 0.053  1.337 0401 012 334

3 0.117 0118 0.103 0061 0.113 0.042  1.066 0320 003 1066

S sisarke 0099 0110 0095 0.047 0101 0046  1.157 0347 006 578  6.21+0.60
0.156 0.164 0.168 0.048 0.163 0.105  2.654 0796 012 664

S'rf)%z 0.050 0.050 0.050 0.041 0.050
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8.3. Antiinflamatorni potencijal

8.3.1. Potencijal inhibicije produkcije 12-HHT
Tabela 8.48. Potencijal inhibicije produkcije 12-HHT
(J. communis/iglice; J. macrocarpa/sisarke; J. excelsa/iglice - ekstrakti)

Inhibicija produkcije 12-HHT

12-HHT/PGB,

(%)
'T(Zdn”f P, P, Py ko ly I, |, Srednia
(mg/mL) vrednost
J. communis/iglice 100 .

0.4  0.173 0.125 0.143 0.000 -1552 16.82 4.76 10.79

10 0178 0174 0.112 0000 -1857 -16.31 2565 2565 £ | :

2.0  0.187 0.109 0.111 0.000 -24.44 27.50 26.10 26.80 2

40  0.000 0.073 0.073 0.000 100.0 51.32 51.34 51.33 i

8.0  0.053 0.045 0.051 0.000 64.39 70.10 66.13 68.11 ; . A

12.0  0.028 0.000 0.000 0.000 81.06 100.0 100.0 100.0 £
Kontrola 0.180 0.168 0.101 0.000 -15.52 16.82 4.76 T S R
----------------------------------------------------------------------------- Radna konceriracia (maimL
(mg;?r(;L) - 420 446 146?138

J. macrocarpa/sisarke 100+ .

0.4  0.104 0.139 0.128 0.000 26.94 2.69 10.15 13.26 //

1.0 0.293 0.339 0.167 0.000 -105.23 -137.26 -16.55 -86.35 § /

2.0  0.119 0.104 0.123 0.000 16.65 27.38 14.02 19.35 §

40  0.097 0.000 0.000 0.000 31.89 100.0 100.0 100.0 i /

8.0  0.000 0.000 0.000 0.000 100.0 100.0 100.0 100.0 g A

12.0  0.000 0.000 0.000 0.000 100.0 100.0 100.0 100.0 £ }/%
Kontrola 0.154 0.111 0.163 0.000 I T f )JU 7
----------------------------------------------------------------------------- Radna koncentracia (mgimL
(m'gclf;;l_) 248 212 216 [

J. excelsa/iglice

0.4  0.206 0.151 0.195 0.000 11.35 34.94 16.11 11.35 -

1.0  0.163 0.164 0.198 0.000 29.69 29.30 14.86 24.62 z w -

2.0  0.1830.164 0.110 0.000 21.25 29.34 52.48 40.91 § .

40  0.1360.297 0.000 0.042 59.37 -10.00 118.15 59.37 i

8.0  0.000 0.000 0.000 0.000 100.0 100.0 100.0 100.0 2— %

12.0  0.000 0.000 0.000 0.000  100.0 100.0 100.0 100.0 = }
Kontrola 0.195 0.159 0.341 0.000 B R S )JU 7
----------------------------------------------------------------------------- Radna konoeniracia (mginL
(mléi?ﬁL) 277 272 197 507613 Grafik 8.43. Zavisnost inhibicije produkcije

12-HHT (%) — radna koncentracija ekstrakta

J. communis/iglice;
J. macrocarpa/sisarke;
J. excelsaliglice
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Tabela 8.49. Potencijal inhibicije produkcije 12-HHT
(J. excelsassisarke; J. sibirica/iglice; J. sibirica/sisarke - ekstrakti)

Inhibicija produkcije 12-HHT

12-HHT/PGB,

(%)
Radna ;
konc. P, P, P; kor ly I, |, Srednja
(mg/mL) vrednost
J. excelsa/sisarke 100 S
0.4 0.174 0.293 0.204 0.084 61.19 9.76 48.24 29.00 —

80 4

1.0 0.176 0.266 0.046 0.000 23.94 -14.71 80.02 23.94
2.0 0.051 0.136 0.078 0.000 78.23 41.22 66.48 61.98
4.0 0.212 0.190 0.206 0.000 8.43 1790 11.19 1251
8.0 0.106 0.101 0.121 0.000 54.51 56.61 47.90 47.90
12.0 0.061 0.051 0.064 0.052 96.18 100.84 94.93 97.32

60 4

40

204

Inhibicija produkcije 12-HHT (%)
™~
"

Kontrola 0.195 0.159 0.341 0000 L
(m'gclfgl_) 123 429 1.92 116?479
J. sibirica/iglice 100
04 0377 0.214 0.245 0.000 -136.89 -34.87 -54.21 7532
10  0.168 0.214 0.223 0.000 -547 -34.29 -40.12 -26.62 & l

2.0 0.127 0.159 0.113 0.000 20.17 -0.06 29.15 24.66
4.0 0.078 0.096 0.144 0.000 50.65 39.53 9.39 45.09
8.0 0.063 0.080 0.084 0.000 60.53 49.56 47.23 52.44
12.0  0.062 0.022 0.055 0.000 61.24 86.45 65.40 71.03

v

Inhibicija produkcije 12-HHT (%)

Kontrola 0.155 0.179 0.144 0.000 o 2 Rainakonim,ac-a(émg,mLfb b
ICso 6.32
(mg/mL) 4.84 565 7.00 +0.95
J. Sibil’ica/§i§arke 100 4
0.4 0.236 0.252 0.238 0.000 -48.54 -58.76 -49.39 -52.23 &0

60 4

1.0 0.297 0.208 0.173 0.000 -86.83 -31.09 -8.74 -19.92
2.0 0.211 0.254 0.230 0.000 -32.83 -59.56 -44.42 -45.60
4.0 0.235 0.205 0.188 0.000 -47.87 -28.92 -18.36 -31.72

40

Inhibicija produkcije 12-HHT (%)
o

] %//4
8.0 0.249 0.135 0.190 0.000 -56.83 14.79 -19.45 -2.33 201 } /%///
12.0  0.161 0.134 0.148 0.000 -1.52 1550 7.11 7.03 "‘°‘¥/%
Kontrola 0.155 0.179 0.144 0.000 IR I I R
______________________________________________________________________________ Radna koncentracija (mg/mL|
(mltjrs'gL) n.d. nd. nd nd  Grafik 8.44. Zavisnost inhibicije produkcije
12-HHT (%) — radna koncentracija ekstrakta
n.d. - ICsqnije dostignuta J. excelsa/siSarke;

J. sibirica/iglice;
J. sibirica/sisarke
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Tabela 8.50. Potencijal inhibicije produkcije 12-HHT
(J. foetidissima/iglice; J. foetidissima/sisarke; J. sabina/iglice - ekstrakti)

Inhibicija produkcije 12-HHT

12-HHT/PGB,

(%)
Rkal)dnnca.1 P, P, Py ko ly I, |, Srednia
(mg/mL) vrednost
J. foetidissima/iglice 100 - 4
0.4  0.215 0.283 0.285 0.053 43.94 20.42 19.58 27.98 )} 4}
1.0  0.121 0.134 0.188 0.000 58.03 53.76 34.99 48.92 : /
20  0.088 0.107 0.088 0.000 69.65 62.81 69.62 67.36 }}/
40  0.141 0.054 0.087 0.035 63.27 93.46 82.07 87.77
80  0.084 0.063 0.070 0.060 91.58 98.89 96.62 95.24 l
120  0.051 0.036 0.088 0.027 91.64 96.79 78.77 89.07 -
Kontrola 0250 0873 0.569 0482 R T
(mlg(;?r(;L) 0.60 1.04 1.23 116_1133
J. foetidissima/sisarke o0 -
0.4  0.205 0.455 0.302 0.089 59.62 -26.59 26.17 26.17 * f
1.0  0.207 0.273 0.180 0.000 28.48 5.63 37.84 23.98 3
20  0.2330.244 0.2550.000 1953 1557 11.88 17.55 & “|
40  0.1650.276 0.225 0104 78.87 40.75 5825 6856  § .| ,
80  0.084 0.068 0.072 0.061 91.96 97.68 96.26 95.30 ]/
120 0054 0.024 0.087 0.027 90.70 1010 79.11 9027 - | | *
Kontrola 0.250 0.873 0.569 0.432 ’ T . (s )Jo 7
-----------------------------------------------------------------------------
(m'gclf;;l_) 267 335 299 36.1275
J. sabina/iglice .-
04  0.197 0.209 0.225 0.100 43.05 36.03 26.75 35.28 s
10 01530148 0.151 0.062 46.30 4955 4753 47.79 £ el
20 0107 0.107 0.140 0.000 37.43 37.27 1824 3098 & e -
40  0.114 0.107 0.095 0.000 33.30 37.34 44.21 38.29 /
80 004900540057 0013 7855 7566 74.02 76.08 2 % )
12.0  0.051 0.049 0.056 0.038 92.61 93.33 89.31 91.75 £ |
Kontrola 0.152 0.185 0.177 0.000 ° T S
(mlg;rs’gL) 166 126 147 [0 otk 64s, Zavisnost inhibicije produkcije

12-HHT (%) — radna koncentracija ekstrakta

J. foetidissima/iglice;
J. foetidissima/sisarke;
J. sabina/iglice

217



Marija Lesjak Doktorska disertacija

Tabela 8.51. Potencijal inhibicije produkcije 12-HHT
(J. communis/iglice; J. communis/$isarke; J. macrocarpa/sisarke — etarsko ulje)

Inhibicija produkcije 12-HHT

12-HHT/PGB,

(%)
Rkal)dnnca.1 P, P, P, ko ly I, Iy \i’;dn”é;
(nL/mL)
J. communis/iglice

320  0.374 0.382 0.382 0.000 3.23 113 105 1.80 7 "
1250  0.328 0.253 0.245 0.014 18.72 38.14 40.18 32.34 ' /,/

250.0  0.143 0.135 0.176 0.000 62.99 64.92 54.28 60.73 4

500.0  0.032 0.045 0.029 0.000 91.66 88.39 92.42 90.82

1000.0  0.048 0.036 0.041 0.036 96.84 100.00 98.66 98.50

2000.0  0.027 0.025 0.022 0.021 98.35 98.86 99.64 98.95 )
Kontrola 0315 0.391 04510000
(nII_(/:rsr?L) 207.34 171.45 184.74 g;%‘

J. communis/Sisarke 100+

320 0.326 0.281 0.290 0.000 -22.16 -5.15 -8.46 -11.92 4 """""’%*””**f
1250 0.320 0.198 0.200 0.059 1.98 47.77 47.14 32.29 § /

250.0 0.117 0.121 0.126 0.028 66.82 65.05 6329 6505 |/

500.0  0.045 0.121 0.072 0.035 96.03 67.49 86.05 8319 3 .l |

1000.0  0.025 0.025 0.049 0.017 96.99 96.93 87.94 93.96

2000.0 0.052 0.000 0.000 0.000 80.40 100.00 100.00 93.47 - |

Kontrola 0.249 0.311 0.240 0.000 "3 saoRd kw'oo "(15;)0” 200
(m'_(;;;’L) 22437 138.95 14146 1y

J. macrocarpa/sisarke .- ]
200.0  0.3410.396 0.405 0.053  44.52 33.77 32.17 36.82 VS } .
4000  0.096 0.181 0.198 0.161 11265 96.17 92.89 94.53
600.0  0.110 0.104 0.000 0.103 ~ 98.73 99.77 119.88 99.25 |
800.0  0.118 0.071 0.100 0.067  90.24 99.27 93.58 94.36

60 4

1

Inhibicija produkcije 12-HHT (%)

1000.0 0.176 0.102 0.081 0.058 77.24 91.63 95.53 88.13
1200.0 0.089 0.091 0.073 0.017 86.16 85.79 89.30 87.08 “1
Kontrola 0.468 0.569 0.571 0.000 e o7, Sum
______________________________________________________________________________ Radna koncntracija (nL/mL)
I1Cs 216.13
(nL/mL) 209.69 23044 208.25 {1545 Grafik 8.46. Zavisnost inhibicije produkcije

12-HHT (%) — radna koncentracija
etarskog ulja
J. communis/iglice;
J. communis/sisarke;
J. macrocarpa/sisarke
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Tabela 8.52. Potencijal inhibicije produkcije 12-HHT
(J. excelsa/iglice; J. excelsa/sisarke; J. sibirica/iglice — etarsko ulje)

Inhibicija produkcije 12-HHT

12-HHT/PGB,

(%)
Rkal)dnnca.1 PP P, Py kor. I L I \i’;dn”é;
(nL/mL)
J. excelsa/iglice
19.24 0.412 0.729 0.470 0.000 38.73 -8.51 30.01 34.37 . /T
75.0 0.347 0.646 0.586 0.065 57.96 13.59 22.49 31.35 s o i ﬁ//

150.0 0.463 0.352 0.385 0.000 31.16 47.63 42.68 40.49
300.0 0.104 0.137 0.131 0.000 84.50 79.55 80.56 81.53
600.0 0.179 0.135 0.138 0.000 73.35 79.89 79.41 77.55
1200.0 0.000 0.000 0.081 0.000 100.00 100.00 87.97 95.99
Kontrola 0.665 0.720 0.632 0.000

Inhibicija produkcije 12-HHT (
5 3
L
= <
H\

T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200

(n Il_cl:rsr;)L) 87 . 92 16023 149 16 ];-574 8730 Radna koncentracija (nL/mL)

J. excelsa/sisarke
32.0 0.845 0.416 0.602 0.000 -169.10 -32.45 -91.73 -97.76
125.0 0.426 0.440 0.372 0.000 -35.60 -40.05 -18.34 -31.33
250.0 0.4350.421 0.458 0.152 9.77 1437 261 8.92

H
8
|
|
|

\\\‘.

500.0 0.150 0.159 0.162 0.000 5214 49.43 4836 49.98 A

1000.0  0.000 0.000 0.000 0.000 100.00 100.00 100.00 100.00 H

2000.0  0.000 0.000 0.000 0.000 100.00 100.00 100.00 100.00 £e %/

Kontrola 0.486 0.690 0.496 0.244 R A P P PR AT VAT A A ST A R
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" Rdana koncentracija (nL/mL)

(m'_?;;’l_) 482,57 485.11 505.14 ﬁg:gg

J. sibirica/iglice o

320 0530 0.879 0.900 0.000 16.19 -30.85 -33.93 16.19 e T

1250 0.674 05550577 0.000 -6.71 17.43 14.08 1575 g |

250.0  0.364 0.386 0.428 0.054 50.90 50.51 44.30 48.57

500.0  0.269 0.275 0.289 0.231  94.00 9356 91.45 93.00 .t

1000.0  0.122 0.228 0.216 0.107  97.62 81.90 83.80 87.78

2000.0 0.120 0.114 0.116 0.113  98.88 99.85 99.54 99.42 £
Kontrola 0.665 0.720 0.632 0.000 S
(nIL(/:rST;)L) 24755 235.12 35776 510500 otk 8.47. Zavisnost inhibicije produkcije

12-HHT (%) — radna koncentracija
etarskog ulja
J. excelsaliglice;
J. excelsa/sisarke;
J. sibirica/iglice
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Tabela 8.53. Potencijal inhibicije produkcije 12-HHT
(J. foetidissima/iglice; J. foetidissima/sisarke; J. oxycedrus/iglice — etarsko ulje)

12-HHT/PGB, Inhibicija produkcije 12-HHT

(%)
Rkal)dnnca.1 P, P, P kor. I L \i’;dn”é;
(nL/mL)
J. foetidissima/iglice
320  0.205 0.142 0.147 0.000 1510 4097 39.05 3171 o
1250  0.062 0.089 0.027 0.000 74.16 63.23 88.79 75.39 e
250.0  0.000 0.000 0.000 0.000 100.0 100.0 100.0 100.0 "] }
500.0  0.000 0.000 0.000 0.000 100.0 100.0 100.0 100.0 5|
1000.0  0.000 0.000 0.000 0.000 100.0 100.0 100.0 100.0 £ of
20000  0.000 0.000 0.000 0.000 100.0 100.0 100.0 100.0 ;7}
Kontrola 0.192 0.323 0.209 0.000 0 -
(nll_cl:rsr?L) 7367 50.05 4059 oor Rine ket i)
J. foetidissima/sisarke
320 1.254 1.348 1.607 0.000 -10.99 -19.29 -42.21 -24.16
1250 1259 1.003 1.088 0.034 -841 1423 6.67 10.45 B j/i T
250.0  0.686 0.630 0.601 0.000 39.34 4420 46.81 43.45 =1
500.0  0.366 0.280 0.134 0.102 76.65 84.30 97.23 86.06 I
10000 0.102 0.224 0.152 0.081 98.08 87.28 93.72 93.03 (I
2000.0 0.000 0.000 0.000 0.000 100.0 100.0 100.0 100.0 i/
Kontrola 1.163 1.282 0.944 0.000 0 t
e sns 26774 25512 ZATD O
J. oxycedrus/iglice
320 0.186 0.198 0.176 0.000 23.00 18.04 27.11 22.72 -
1250 0.1750.162 0.171 0.000 27.57 32.77 28.95 29.76 /F/i ?
250.0  0.083 0.101 0.117 0.037 80.72 7331 66.47 73.50 b
500.0 0.057 0.074 0.111 0.048 96.33 89.28 74.05 86.55 e/
1000.0 0.063 0.072 0.081 0.059  98.65 94.89 91.05 94.86 $a/
20000 0.000 0.032 0.037 0.000 100.00 86.68 84.71 90.46 gf
Kontrola 0.192 0.323 0.209 0.000 =
(n'L(;;;)L) 164.56 158.46 165.80 o gr T ooy
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Grafik 8.48. Zavisnost inhibicije produkcije
12-HHT (%) — radna koncentracija
etarskog ulja
J. foetidissima/iglice;

J. foetidissima/sisarke;

J. oxycedrus/iglice
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Tabela 8.54. Potencijal inhibicije produkcije 12-HHT
(J. oxycedrus/sisarke; J. sabina/iglice; J. phoenicea/iglice — etarsko ulje)

Inhibicija produkcije 12-HHT

12-HHT/PGB,

(%)
Rkal)dnnca.1 P, P, P; kor Iy I, I \i’;dn”é:‘t
(nL/mL)
J. oxycedrus/sisarke
12 0.843 0.873 0.935 0.000 10.04 679 0.19 567
56  0.813 0.792 0.793 0.000 13.19 1545 1533 14.32 o]
112 0.774 1.462 1.247 0.000 17.43 -56.04 -33.13 17.43 | l
450  0.630 0.649 0.495 0.000 32.77 30.70 47.12 39.94 +
90.0  0.490 0.376 0.358 0.000 47.67 59.83 61.80 56.44 /
200.0  0.230 0.377 0.507 0.130 89.38 73.69 59.79 74.29 /
Kontrola 0.801 1.055 0.955 0.000 B | | |
(m'_%rg’l_) 91.73 54.31 61.53 i;% Fadna foncentacla (otimt)
J. sabina/iglice
20 131900992 0.899 0.000 -40.73 -587 4.0l 4.01 B
100 0949 0611 0.785 0000 -1.30 3483 1623 1623 _ | _—
40.0  0.614 0.624 0.703 0.000 34.42 33.41 2501 30.95 l ,i/
200.0  0.190 0.265 0.268 0.054 8542 77.50 77.15 80.02 = * /
1000.0  0.000 0.000 0.000 0.000 100.0 100.0 100.0 1000  § «l|
2000.0 0.000 0.000 0.000 0.000 100.0 100.0 100.0 100.0 zof
Kontrola 0.801 1.055 0.955 0.000 U‘ ‘ ‘ ‘ ‘
(mlj??l_) 6187 72.03 8190 17116'9031 Radna koncentracija (nL/mL)
J. phoenicea/iglice
320 0.2410.251 0.243 0000 9.62 605 9.09 8.25 N e
1250  0.135 0.156 0.176 0.056  70.43 6259 55.12 62.71 o
2500 0.057 0.081 0.120 0.050 97.29 88.20 73.55 92.74 § f
500.0 0.030 0.027 0.041 0.020 96.27 97.45 92.36 95.36
1000.0 0.031 0.026 0.024 0.012 93.09 94.74 95.68 94.50
2000.0 0.023 0.032 0.025 0.022 99.76 96.62 99.01 98.46
Kontrola 0.249 0.311 0.240 0.000 !
(nIL(/:ri?L) 8431 10041 111.93 119861157 L ey

Grafik 8.49. Zavisnost inhibicije produkcije
12-HHT (%) — radna koncentracija
etarskog ulja
J. oxycedrus/sisarke;

J. sabina/iglice;

J. phoenicea/iglice
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Tabela 8.55. Potencijal inhibicije produkcije 12-HHT
(J. phoenicea/sisarke; aspirin; kvercetin — etarsko ulje; standard)

12-HHT/PGB,

Inhibicija produkcije 12-HHT

(%)
Radna
(nkli)/r:nci_; Pr P Py kor & l> I3 \/S;L%dnnézt
ug/mL)
J. phoenicea/sisarke
0.2 1.041 1.044 1.011 0.017 282 250 5.62 3.65
2.0 0.853 0.923 0.891 0.000 19.03 12.40 1543 15.72
10.0 1.156 1.321 1.331 0.000 -9.66 -25.33 -26.29 -20.43
40.0 1.044 1.117 0.927 0.070 7.57 0.65 18.65 13.11
400.0 0.595 0.439 0.312 0.075 50.70 65.52 77.53 64.58
2000.0 0.322 0.347 0.355 0.026 71.92 69.55 68.74 70.07
Kontrola 1.094 1.345 0.884 0.054
(nll_cl:rsr?L) 309.10 276,57 22054 o0 0>
aspirin
0.4 0.035 0.033 0.024 0.000 96.68 96.90 97.77 97.12
1.0 0.957 0.914 0.946 0.000 9.24 13.28 10.21 10.91
2.0 0.782 0.974 0.843 0.000 25.80 7.55 20.02 17.79
4.0 0.731 0.711 0.632 0.000 30.64 32.54 40.02 36.28
12.0 0.253 0.096 0.048 0.000 76.02 90.90 95.47 87.46
24.0 0.075 0.000 0.000 0.000 92.88 100.0 100.0 97.63
Kontrola 1.094 1.345 0.884 0.054
(H'g(/:rﬁ’l_) 506 536 451 o
kvercetin
6.24 0.199 0.198 0.213 0.000 17.32 17.92 11.65 15.63
1248 0.143 0.114 0.183 0.000 40.72 5258 24.15 32.44
25.0 0.129 0.119 0.102 0.000 46.65 50.68 57.88 51.74
50.0 0.000 0.036 0.033 0.000 100.0 85.06 86.27 90.44
100.0 0.000 0.000 0.037 0.000 100.0 100.0 84.58 94.86
200.0  0.000 0.000 0.000 0.000 100.0 100.0 100.0 100.0
Kontrola 0.288 0.201 0.236 0.000
(u!;r;oL) 2490 2130 2115 257
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Inhibicija produkcije 12-HHT (%) Inhibicija produkcije 12-HHT (%)

Inhibicija produkcije 12-HHT (%)

Grafik 8.50. Zavisnost inhibicije produkcije
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8.3.2. Potencijal inhibicije produkcije TXB;

Tabela 8.56. Potencijal inhibicije produkcije TXB;

(J. communis/iglice; J. macrocarpa/sisarke; J. sibirica/iglice - ekstrakti)

TXB,/PGB, Inhibicija produkcije TXB, (%)
Radna i
konc. P, P, P;  kor. ] 1, 3 Srednja
vrednost
(mg/mL)

J. communis/iglice

0.4 0.401 0.358 0.309 0.011 -38.06 -22.74 -5.49 -22.10
1.0 0.393 0.570 0.424 0.045 -23.19 -86.17 -34.25 -47.87
2.0 0.310 0.279 0.255 0.092 22.71 33.87 42.06 32.88
4.0 0.273 0.238 0.307 0.036 15.88 28.31 4.03 16.07
8.0 0.243 0.203 0.128 0.036 26.44 40.68 67.22 44.78
12.0 0.134 0.125 0.126 0.028 62.29 65.65 65.27 64.40

Kontrola 0.299 0.400 0.323 0.058

(m'gC/;(]’L) 1067 806 690 [

J. macrocarpa/sisarke

0.4 0.397 3.456 3.703 0.119 46.31 -545.32 -593.09 -569.21
1.0 4.359 3.509 4.198 0.150 -714.06 -549.70 -682.96 -648.91
2.0 - 3.256 3.131 0.208 - -489.72 -465.49 -477.61
4.0 2.903 2.295 2.359 0.043 -453.09 -335.55 -348.00 -378.88
8.0 0.912 0.912 1.108 0.114 -54.50 -54.44 -92.26 -67.07
12.0  0.703 0.434 0.394 0.104 -15.76 36.35 43.93 21.50

Kontrola 0.647 0.524 0.476 0.032

(mIgC/rS’r:L) n.d. n.d n.d. n.d.

J. sibiricaliglice

0.4 0.576 0.599 0.651 0.072 13.62 9.65 0.61 7.96
1.0 0.600 0.559 0.489 0.061 747 1450 26.65 20.57
2.0 0.515 0.389 0.372 0.068 23.24 4494 47.77 38.65
4.0 0.405 0.377 0.396 0.108 48.96 53.79 50.49 51.08
8.0 0.320 0.314 0.293 0.096 6153 62.58 66.21 63.44
12.0  0.308 0.253 0.241 0.101 6454 74.02 76.03 71.53

Kontrola 0.503 0.797 0.595 0.049

(m';/r?u 412 385 362 0

n.d. - ICsonije dostignuta

%)

Inhibicija produkcije TXB, (

100 4

%)

Inhibicija produkcije TXB, (¥

-700 4

%)

Inhibicija produkcija TXB, (

|
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0
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Grafik 8.51. Zavisnost inhibicije produkcije
TXB; (%) — radna koncentracija ekstrakta

J. communis/iglice;
J. macrocarpa/sisarke;
J. sibirica/iglice
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Tabela 8.57. Potencijal inhibicije produkcije TXB;
(J. foetidissima/iglice; J. foetidissima/sisarke; J. oxycedrus/sisarke - ekstrakti)

TXB,/PGB, Inhibicija produkcije TXB; (%)

Radna i
konc. P, P, P; kor ly I, |, Srednja
(mg/mL) vrednost

J. foetidissima/iglice

0.4 2.074 1.545 2,000 0.110 16.85 39.26 19.98 25.36
1.0 0.861 0.751 1.218 0.067 66.39 71.04 51.26 62.90 _wy ;
2.0 1.842 0.448 0.459 0.037 2358 82.62 82.13 82.62 ' Va T '
4.0 0.835 0.775 0.786 0.102 68.97 7151 71.04 70.01 i
8.0 0.760 0.655 0.801 0.265 79.02 83.47 77.28 79.93 i 1]
12.0  0.718 0.809 0.946 0.226 79.19 7532 69.52 74.67
Kontrola 3.550 7.028 7.323 3.605 , ,
(ml g(;?g L) 062 091 096 106_9033 Radna koncentracija (mg/mL)
J. foetidissima/sisarke
0.4  1.659 2.250 2.250 0.000 29.74 474 474 474
1.0  2.101 3.260 2.940 0.191 19.15 -29.93 -16.39 19.15 ] E -
20  1.686 1.696 2.286 0.096 32.67 32.24 7.28 24.06 g | —~
40  2.338 3528 3.308 0.226  10.57 -39.77 -30.49 -19.90 /
80 07600703 0.8250.174 7517 77.60 72.40 75.06 Y
12.0  0.756 0.865 0.935 0.226  77.56 72.94 69.97 73.49 /l
Kontrola 3.550 7.028 7.323 3.605 NC ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
(ml g(;r?r(; L) 331 330 592 13(5'3001 Radna koncentracija (mg/mL)
J. oxycedrus/sisarke
0.4  0.726 0.528 0.426 0.038 -3555 3.44 2352 -2.86 °]
1.0  0.660 0.748 0.780 0.022 -2550 -42.78 -49.13 -39.14 _ ]
2.0  0.596 0.827 0.902 0.037 -10.05 -55.52 -70.28 -45.28 “ |
40  0.900 0.753 0.756 0.034 -70.41 -41.36 -42.12 -51.29 \l\
8.0  0.782 0.970 0.870 0.030 -48.08 -85.04 -65.33 -66.15 g .
12.0  0.980 0.828 0.821 0.039 -85.28 -55.47 -54.08 -64.94
Kontrola 0.550 0.629 0.496 0.050 »

________________________________________________________________________________ T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12
IC5O Radna koncentracija (mg/mL)

Grafik 8.52. Zavisnost inhibicije produkcije
n.d. - ICso nije dostignuta TXB, (%) — radna koncentracija ekstrakta
J. foetidissima/iglice;
J. foetidissima/sisarke;

J. oxycedrus/sisarke
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Tabela 8.58. Potencijal inhibicije produkcije TXB;

(J. sabina/iglice; J. communis/iglice; J. communis/sisarke — ekstrakti; etarsko ulje)

TXB,/PGB, Inhibicija produkcije TXB, (%)
Radna
T O A it
nL/mL)
J. sabina/iglice
0.4  0.622 0.664 0.727 0.026 -37.58 -47.41 -61.95 -48.98
1.0  0.389 0.353 0.345 0.030 17.11 2546 27.27 23.28 .
20 04750417 0.371 0.018 -534 7.85 1863 13.24 g |
40 0355 0.357 0.361 0.039 27.22 26.62 2569 2651 £ /
80 0243 0364 0316 0.025 49.80 2171 3293 3481  : | _ %
120  0.209 0.176 0.210 0.039 60.73 68.47 60.59 63.26 £ o qf{
Kontrola  0.450 0.462 0.431 0.015 N
(m'gclﬁgl_) 864 1131 10.85 ié:gg et framt
J. communis/iglice
32.0 1144 1.483 1.484 0.075 -2.03 -34.32 -34.47 -23.61 . e
125.0  0.833 0.774 0.766 0.095 29.55 3518 3595 33.56 o /
250.0 0.751 0.852 0.968 0.135 41.19 31.62 2055 31.12 g /
500.0 0.154 0.136 0.179 0.114 96.12 97.88 93.78 95.93 £
10000 0.51 0.146 0.146 0.124 97.44 97.92 97.88 97.74 - “] ;}
2000.0 0.150 0.157 0.153 0.147  99.73 99.01 99.44 99.39 g uf
Kontrola 0.854 1.164 1.369 0.081 . , , , ,
(m'_?r?;l_) 235.87 245.97 286.98 30 o) Fers e et
J. communis/sisarke
320 2.039 1.153 1.075 0.050 -123.17 -23.79 -14.98 -53.98 P % -
125.0  0.702 0.665 0.688 0.176  40.96 4506 42.48 42.83 o /
250.0  0.503 0.629 0.683 0.200 66.02 51.91 4579 54.57 g o 7
500.0 0.226 0.310 0.269 0.156  92.10 82.69 87.23 87.34 ! J
1000.0 0.117 0.206 0.257 0.103  98.43 88.49 82.71 89.87 s
2000.0 0.160 0.154 0.164 0.134  97.13 97.74 96.72 97.20 2 »
Kontrola 0.867 1.143 0.833 0.056 . , , , ,
(n'L%;’L) 158.79 17350 194.42 L1000 R o )

Grafik 8.53. Zavisnost inhibicije produkcije
TXB; (%) — radna koncentracija ekstrakta ili

etarskog ulja
J. sabina/iglice;

J. communis/iglice;
J. communis/sisarke
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Tabela 8.59. Potencijal inhibicije produkcije TXB;
(J. macrocarpa/sisarke; J. excelsa/iglice; J. excelsa/sisarke — etarsko ulje)

TXB,/PGB, Inhibicija produkcije TXB; (%)
Rkal)dnnca.1 P, P, Py kor ly I, ; \i’;dn”é:‘t
(nL/mL)
J. macrocarpa/sisarke
200.0  0.924 0.695 0.706 0.097 15.90 39.20 38.02 31.04
400.0  0.324 0.420 0.405 0.199 87.33 77.52 79.09 81.32
600.0  0.356 0.532 0.448 0.395 103.94 86.04 94.62 90.33
800.0  0.277 0.336 0.349 0.204 92.64 86.64 85.25 88.18
1000.0  0.447 0.344 0.380 0.202 75.13 85.59 8191 80.88
1200.0 0.294 0.357 0.273 0.199 90.31 83.90 92.48 88.90
Kontrola 1.160 1.026 1.042 0.110
(nII_(/:rsr?L) 212,76 230.32 228.67 Zigig
J. excelsa/iglice
19.24  1.186 2.083 1.700 0.132 41.08 -9.14 1232 26.70
75.0 1.229 1.680 1.530 0.116 37.74 1252 20.87 23.71
150.0 1.116 1.605 1.486 0.248 51.46 24.08 30.73 35.42
300.0 0.597 0.611 0.593 0.282 82.37 8157 82.60 82.18
600.0 0.836 0.628 0.654 0.238 66.54 78.14 76.70 73.79
1200.0 0.210 0.357 0.354 0.177 98.15 89.94 90.14 92.75
Kontrola 1.654 1.862 1.847 0.000
(nll_(;r?r?L) 9415 19249 180.83 oo
J. excelsa/sisarke
32.0 2.884 1.762 1.903 0.078 -200.45 -80.32 -95.45 -125.41
1250 1.629 1.964 1.814 0.101 -63.56 -99.42 -83.40 -82.13
250.0 1.069 0.821 0.855 0.243 11.57 38.16 34.55 28.09
500.0 0.750 0.750 0.754 0.283 49.96 49.96 49.57 49.83
1000.0 0.354 0.425 0.321 0.230 86.67 79.16 90.27 85.37
2000.0 0.390 0.432 0.411 0.257 85.76 81.22 83.51 83.49
Kontrola 1.489 2.161 1.587 0.812
(n'L(/:;;’L) 490,86 409.33 407.81
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Grafik 8.54. Zavisnost inhibicije produkcije
TXB; (%) — radna koncentracija etarskog ulja

J. macrocarpa/sisarke;
J. excelsaliglice;
J. excelsa/sisarke
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Tabela 8.60. Potencijal inhibicije produkcije TXB;
(J. sibirica/iglice; J. foetidissima/iglice; J. foetidissima/sisarke — etarsko ulje)

TXB,/PGB, Inhibicija produkcije TXB, (%)
Rkal)dnnca.1 P, P, P; kor Iy I, ; \i’;dn”g;
(nL/mL)
J. sibirica/iglice
320  2.686 2.336 2.436 0.000 -50.25 -30.66 -36.26 -39.06 i
1250 1721 1.744 1.710 0.000 375 249 436 353 b
250.0 1231 1628 1.506 0.247 4500 2278 2061 3246 £ T
5000 0925 0.776 0.874 0.606 8218 9048 8500 8589 5 | |
10000 0601 0.821 0.827 0530 96.03 8371 8340 87.71 .| |
20000 0.446 0.440 0.438 0.419 98.53 9887 98.94 9878 [ _ J
Kontrola 1.654 1.862 1.847 0.000 ]
(m'jsrg’l_) 490.86 409.33 407.81 2%:;2* P ey
J. foetidissima/iglice
320  0.749 0.669 0.664 0.054 16.38 26.03 26.65 23.02 .
1250 0.458 0.251 0.270 0.120 59.40 84.33 8197 75.23 / o ]
250.0 0.175 0.166 0.156 0.156 97.60 98.73 99.98 98.77 £ |t
500.0 0.135 0.153 0.112 0.106  96.61 94.34 99.28 96.74 - o1
10000 0.091 0.092 0.112 0.081 98.79 9859 96.25 97.88 3§ .|
20000 0098 0.108 0.099 0072 9693 9569 9676 9646 |
Kontrola 0.749 1.302 0.708 0.089 =7
(m'_?r?gl_) 8055 5203 5337 ool P oy
J. foetidissima/sisarke
320 1304 2.280 2502 0.127 4175 655 -1754 589 -
1250 2010 1.602 1.751 0.003 460 2534 17.96 21.65 s
250.0 1.636 1.256 1.292 0.053 21.65 40.44 3869 3359 & | i/
500.0 0.663 0.530 0.471 0.154 7480 8139 8430 7955 £ /
1000.0 0.284 0417 0515 0.213 9648 89.94 8506 9049  §.| |
20000 0.156 0.168 0.179 0.155 99.99 9936 9883 9939 | J
Kontrola 2.092 2.148 2.274 0.150 =77
(n'L(/:;;’L) 32377 306.01 27955 oo 3! ey

Grafik 8.55. Zavisnost inhibicije produkcije
TXB; (%) — radna koncentracija etarskog ulja
J. sibirica/iglice;
J. foetidissima/iglice;
J. foetidissima/sisarke
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Tabela 8.61. Potencijal inhibicije produkcije TXB;
(J. oxycedrus/iglice; J. oxycedrus/sisarke; J. sabina/iglice — etarsko ulje)

TXB,/PGB, Inhibicija produkcije TXB, (%)

Radna i
konc. Pr P, P3 ko hh 12 I3 \/S;L%dnngst
(nL/mL)

J. oxycedrus/iglice
32.0 0.761 0.720 0.647 0.031 12.14 17.03 25.80 18.32 -
125.0  0.749 0.512 0.751 0.133 25.97 5441 25.72 35.37 /77?
250.0 0.270 0.425 0.433 0.117 81.67 6294 6197 68.86 =" /I/
500.0 0.272 0.394 0.421 0.127 82.60 67.84 64.61 71.68 o0 J
1000.0  0.203 0.199 0.203 0.197 99.24 99.78 99.23 99.42
2000.0 0.249 0.175 0.195 0.153 88.43 97.34 95.00 93.59
Kontrola 0.749 1.302 0.708 0.089

,/‘
404 |
20«%“

| C50 : 0 500 1000 1500 2000
(n L/m L) 16157 14180 208 10 11398 Radna koncentracija (nL/mL)

Inhibicija produkcije TXB, (%)

J. oxycedrus/sisarke
1.2 2.459 2,432 2.233 0.139 -50.05 -48.28 -35.42 -44.58

100 4

5.6 1.417 2.257 2.233 0.162  18.80 -35.55 -33.96 -34.75
11.2  1.799 2.076 1.915 0.154  -6.39 -24.28 -13.90 -14.86 — I
450  1.088 1.205 1.060 0.124 37.68 30.09 39.46 35.74 g” /{/4
90.0  1.131 0.985 1.007 0.243 4255 51.98 50.55 48.36 CRS Y
200.0  0.693 0.913 0.990 0.300 7455 60.37 55.34 63.42 E %
[Kontrola 1613 1.762 1492 0.076 o "o
o)
J. sabina/iglice
20 2047 1.529 1.465 0.116 -24.94 856 1275 -1.21
10.0  1.648 1.370 1.265 0.152  3.17 2120 28.01 17.46 [
400 1404 1.236 1.178 0.133  17.79 28.66 3240 2628  _ | /

200.0 0.895 0.491 0.536 0.133 50.66 76.79 73.93 75.36
1000.0 0.201 0.212 0.290 0.188  99.17 98.41 93.37 96.98 ‘
2000.0 0.254 0.264 0.238 0.235 98.82 98.14 99.85 98.94 1
Kontrola 1.613 1.762 1.492 0.076

_________________________________________________________________________________ 4

121.94 72.54. 67.76 ) 0 500 1000 1500 2000

i338 Radna koncentracija (nL/mL)

60 /

Inhibicija produkcije TXB, (%

Grafik 8.56. Zavisnost inhibicije produkcije
TXB; (%) — radna koncentracija etarskog ulja
J. oxycedrus/iglice;
J. oxycedrus/sisarke;
J. sabina/iglice
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Tabela 8.62. Potencijal inhibicije produkcije TXB;
(J. phoenicea/iglice; J. phoenicea/sisarke; aspirin — etarsko ulje; standard)

TXB,/PGB, Inhibicija produkcije TXB, (%)
Radna
(nklf)/rrllgi_; Pr. Po Py kor, l 1> I3 \iré%dnnégt
pg/mL)
J. phoenicea/iglice
32.0 0.754 0.693 0.720 0.129 29.87 36.70 33.71 33.43 100+ - s
125.0 0.635 0.618 0.646 0.121 42.28 44.16 41.03 42.49 £ w0 -
250.0 0.350 0.456 0.441 0.199 83.00 71.12 7279 75.64 % o j/
500.0 0.271 0.277 0.269 0.128 84.01 83.38 84.18 83.86 ;S :
10000 0.190 0.183 0.188 0171 97.88 98.73 9807 9823 & #
2000.0 0.150 0.144 0.151 0.140 98.93 99.58 98.78 99.10 £ o
Kontrola 0.867 1.143 0.833 0.056 —
Radna koncentracia (LimL
(m'_?;;’L) 10245 9848 10855 oo o
J. phoenicea/sisarke .
0.2 1.787 2.348 2.318 0.134 1150 -1853 -16.91 7.98 " -
20 1968 1.932 1.990 0.099 -0.05 1.85 -125 030 g | //
10.0 1435 1.690 1.769 0.147 31.06 17.40 13.13 20.53 %—i ol /
40.0 1.733 1.798 1.617 0.216  18.78 1529 2498 19.69 % wll
4000 0595 0.583 0.569 0476 93.64 9427 9500 9430 & |
2000.0 0.638 0.592 0.687 0.519 93.60 96.11 91.02 93.58 : 20‘*
Kontrola 1.943 2.355 1.689 0.128 °F . - - o
________________________________________________________________________________ Radna koncentracija (nL/mL)
(m'_?r?;l_) 80.76 9489 7310 00
aspirin -
0.4 0.217 0.221 0.202 0.217 100.01 99.77 100.78 100.19 ) %/ -
1.0 2.008 1.667 1.732 0.133 -0.33 17.92 1442 7.04 g /
2.0 1587 1.946 1.767 0.108 20.80 1,57 11.18 11.18 § 1 /
4.0 1.242 1.318 1.027 0.127 40.28 36.21 51.78 38.25 :% 0] /E/
12.0 0.486 0.420 0.351 0.132 81.03 84.60 88.25 84.63 g o] //
24.0 0.232 0.216 0.180 0.150 95.61 96.47 98.39 96.82 - H/
Kontrola 1.943 2.355 1.689 0.128 3 ; B e
-------------------------------------------------------------------------------- Radna koncentracia (sgimL)
(u:;(/:ri;)L) 501 501 491 fd?os Grafik 8.57. Zavisnost inhibicije produkcije

TXB; (%) — radna koncentracija etarskog ulja

ili standarda
J. phoenicea/iglice;
J. phoenicea/sisarke;
aspirin

229



Marija Lesjak Doktorska disertacija

Tabela 8.63. Potencijal inhibicije produkcije TXB;
(kvercetin - standard)

TXB,/PGB, Inhibicija produkcije TXB, (%)
Radna :
Srednja
konc. P: P, P;  Kkor. Iy I, I3 vrednost
(Mg/mL)
kvercetin -
6.24 0.550 0.582 0.601 0.052 -53.57 -63.57 -69.23 -62.12 100 §/ \(
12.48 0.521 0.457 0.543 0.072 -38.37 -18.77 -45.27 -34.14 g :Z E/

25.0 0.436 0.373 0.335 0.031 -25.06 -5.69 6.15 -8.20
50.0 0.173 0.220 0.195 0.058 64.51 50.01 57.77 57.43
100.0  0.114 0.077 0.081 0.076 88.28 99.79 98.65 95.57

404 /
/ /

204

04 /

20

404 %
/

Inhibicija produkcije TXB, (%

200.0 0.097 0.158 0.140 0.030 79.41 60.48 65.86 68.59 B
Kontrola 0.550 0.557 0.489 0.208 3 ® 00 0 200
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" Radna koncentracija (ug/mL)
ICso 53.69
(ug/mL) 56.52 5262 5194 .., Grafik 8.58. Zavisnost inhibicije produkcije
TXB; (%) — radna koncentracija standarda
kvercetin
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8.3.3. Potencijal inhibicije produkcije PGE,

Tabela 8.64. Potencijal inhibicije produkcije PGE;

(J. communis/iglice; J. macrocarpa/sisarke; J. sibirica/iglice - ekstrakti)

PGE,/PGB, Inhibicija produkcije PGE; (%)
Rkal)dnnca.1 P, P, P; ko Iy I, , Srednja
(mg/mL) vrednost
J. communis/iglice
0.4 0.047 0.082 0.069 0.000 54.87 21.21 33.17 27.19
1.0 0.094 0.106 0.082 0.000 9.65 -2.29 2136 9.65
2.0 0.060 0.088 0.058 0.000 42.31 1583 4439 34.18
4.0 0.041 0.067 0.044 0.000 60.13 3590 57.89 5131
8.0 0.101 0.077 0.027 0.000 299 26.43 74.29 50.36
12.0 0.091 0.110 0.101 0.034 45.64 26.84 36.09 36.19
Kontrola 0.071 0.137 0.053 0.000
(mlg(;?r(;L) 2.72 n.d. 2.81 4_-207(?6
J. macrocarpa/sisarke
0.4 0.102 0.089 0.135 0.000 19.43 30.23 -6.41 14.42
1.0 0.130 0.259 0.250 0.000 -2.70 -103.88 -96.85 -67.81
2.0 0.041 0.350 0.492 0.000 67.41 -175.93 -287.25 -231.59
4.0 0.805 0.712 0.719 0.000 -534.01 -460.27 -465.80 -486.69
8.0 0.949 0.918 1.127 0.000 -647.17 -622.51 -787.07 -685.58
12.0  1.238 1.105 0.796 0.000 -874.51 -770.00 -526.59 -723.70
Kontrola 0.139 0.129 0.112 0.000
(mIgC/rS’r:L) n.d. n.d. n.d. n.d.
J. sibiricaliglice
0.4 0.119 0.151 0.142 0.000 18.80 -2.55  3.52 3.52
1.0 0.147 0.216 0.132 0.000  0.00 -47.09 10.45 10.45
2.0 0.162 0.104 0.067 0.000 -9.89 29.57 54.65 29.57
4.0 0.139 0.125 0.157 0.037  30.53 39.84 18.22 39.84
8.0 0.149 0.114 0.122 0.068  45.12 68.39 63.46 65.92
12.0  0.169 0.180 0.182 0.087 44.38 37.16 3556 36.36
Kontrola 0.116 0.159 0.166 0.000
(m';/r?u nd 426 407 S

n.d. - ICsonije dostignuta

Inhibicija produkcije PGE, (%)

100

Inhibicija produkcije PGE, (%
IS
8

T T T T T T
2 4 6 8 10 12
Radna koncentracija (mg/mL)

80 4

Inhibicija produkcije PGE, (%)

\\}A l
T T T T T T
2 4 6 8 10 12

Radna koncentracija (mg/mL)

T T T T T T
2 4 6 8 10 12
Radna koncentracija (mg/mL)

Grafik 8.59. Zavisnost inhibicije produkcije
PGE, (%) — radna koncentracija ekstrakta

J. communis/iglice;
J. macrocarpa/sisarke;
J. sibirica/iglice
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Tabela 8.65. Potencijal inhibicije produkcije PGE;
(J. communis/iglice; J. communis/§isarke; J. macrocarpa/sisarke — etarsko ulje)

PGE,/PGB, Inhibicija produkcije PGE; (%)
Rkel)dnnca.1 P, P, P; kor ly I, Iy \i’;dn”é;
(nL/mL)
J. communis/iglice
32.0 0.283 0.281 0.258 0.000 12.56 13.35 20.22 15.38 s
125.0  0.233 0.235 0.203 0.036 39.41 38.70 48.45 42.19 _ /
250.0 0.174 0.234 0.244 0.040 5857 39.97 36.96 45.17 g ,
500.0 0.069 0.078 0.088 0.052 94.64 91.86 88.84 91.78 § ’/;
1000.0  0.091 0.099 0.095 0.083 97.33 9501 96.14 96.16 i %
2000.0 0.055 0.059 0.079 0.049 98.13 97.01 90.83 95.33 £ %
Kontrola 0.287 0.299 0.386 0.000 , ' ' ' '
(nl'_%’rg’l_) 166.80 208.34 176.64 {:761_9762 Focne foneenteeie )
J. communis/Sisarke
32.0 0.423 0.353 0.290 0.021 -55.66 -28.50 -4.05 -29.41 ;
125.0 0.254 0.248 0.223 0.062 25.53 27.94 37.79 30.42 _ e
250.0 0.225 0.192 0.214 0.082 4435 57.40 4854 50.10 g /V
500.0 0.104 0.134 0.102 0.048 7857 66.77 79.32 74.89 5 &’
1000.0 0.084 0.087 0.105 0.046 8550 84.40 77.27 82.39 ﬁ %
2000.0 0.078 0.084 0.084 0.057 91.73 89.51 89.58 90.27 £ o
Kontrola 0.284 0.308 0.205 0.008 . ' ' ' '
(m'_?;fl_) 256.42 233.44 21106 o0 oc Radraoncnticia L)
J. macrocarpa/sisarke
200.0 0.112 0.110 0.103 0.000  37.37 3854 42.36 39.42 o
400.0 0.051 0.115 0.084 0.076 114.27 78.33 9546 96.02 w]
600.0  0.068 0.070 0.079 0.000 61.74 60.89 55.87 59.50 ;
800.0  0.062 0.090 0.074 0.051 93.76 78.53 87.02 86.44 i—
1000.0 0.101 0.113 0.081 0.038  64.83 57.76 7557 66.05 § of E—
1200.0 0.080 0.071 0.079 0.063  90.73 9552 91.40 9255 £ .
Kontrola 0.186 0.171 0.143 0.000 ,
(m'_(/:;;’L) 513.37 550.95 52537 o 30 Radna oncantesc L

Grafik 8.60. Zavisnost inhibicije produkcije
PGE, (%) — radna koncentracija etarskog ulja
J. communis/iglice;

J. communis/sisarke;

J. macrocarpa/sisarke
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Tabela 8.66. Potencijal inhibicije produkcije PGE,
(J. excelsa/iglice; J. excelsa/sisarke; J. sibirica/iglice — etarsko ulje)

PGE,/PGB, Inhibicija produkcije PGE; (%)
Rkal)dnnca.1 P, P, P; kor ly I, |, Srednja
(nUmL) vrednost
J. excelsa/iglice
19.24  0.163 0.198 0.198 0.000 3.61 -17.11 -16.94 3.61 L,
75.0  0.155 0.149 0.150 0.000 8.07 11.82 11.11 10.33 _ w g
150.0  0.129 0.123 0.114 0.000 2352 27.11 3254 27.72 V /
300.0  0.132 0.090 0.095 0.037 43.96 68.75 65.54 59.41 /
600.0  0.067 0.074 0.075 0.034 80.66 76.43 7575 77.61 £
1200.0  0.045 0.049 0.040 0.028 90.26 87.53 92.88 90.22 ¥
Kontrola 0.154 0.185 0.168 0.000 % e
(m'jsrg’l_) 31256 217.81 223.75 2122'27(? Fedne koneentacia (oLimD)
J. excelsa/sisarke
320 0.248 0.164 0.158 0.000 -90.82 -25.81 -21.66 -46.10 S
1250 0191 0.169 0.186 0.000 -47.24 -2075 -42.92 -39.97 /
250.0 0.121 0.119 0.118 0.000 7.28 846 936  8.37 /
500.0  0.075 0.069 0.071 0.000 42.20 46.92 4538 4483 £
1000.0  0.000 0.000 0.000 0.000 1000 100.0 100.0 1000 £ * f
2000.0  0.000 0.000 0.000 0.000  100.0 1000 100.0 1000 £ = /
Kontrola 0.180 0.200 0.130 0.090 s
(m'jég’l_) 52041 50821 51428 o1 %) FrmenRaR L)
J. sibiricaliglice
32.0  0.191 0.190 0.236 0.000 -12.83 -12.22 -39.86 -21.64 P
125.0  0.140 0.135 0.128 0.000  17.43 20.08 24.22 20.58 L i /}
250.0 0.138 0.132 0.145 0.000  18.07 21.63 14.48 18.06 /
500.0 0.128 0.121 0.118 0.075 68.75 73.02 74.34 72.04
1000.0 0.122 0.123 0.150 0.107 ~ 91.12 90.72 74.27 85.37 z ‘ /,/
2000.0 0.081 0.088 0.089 0.081 99.83 9570 95.05 96.86 Eafif
Kontrola 0.154 0.185 0.168 0.000 o
(m'_(/:;;’L) 388.64 35750 38371 o1o o0 Resneoneanect L)

Grafik 8.61. Zavisnost inhibicije produkcije
PGE, (%) — radna koncentracija etarskog ulja
J. excelsaliglice;

J. excelsa/sisarke;

J. sibirica/iglice
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Tabela 8.67. Potencijal inhibicije produkcije PGE;
(J. foetidissima/iglice; J. foetidissima/sisarke; J. oxycedrus/iglice — etarsko ulje)

PGE,/PGB, Inhibicija produkcije PGE; (%)
Rkal)dnnca.1 P, P, Py ko Iy I, I \i’;dn”g;
(nL/mL)
J. foetidissima/iglice
320 0198 0.214 0.194 0.000 25.28 19.21 24.41 22.97 S
125.0  0.103 0.099 0.066 0.000 61.30 62.74 74.09 66.04 w /" 1

250.0 0.045 0.042 0.060 0.028 93.56 94.45 87.46 91.82
500.0 0.058 0.067 0.063 0.028 88.78 85.44 86.42 86.88
1000.0 0.058 0.037 0.051 0.000 78.03 86.07 80.16 83.11
2000.0 0.000 0.000 0.000 0.000 100.0 100.0 100.0 100.0
Kontrola 0.232 0.367 0.195 0.000

o

40

Inhibicija produkcije TXB, (%)

20 #

T T T T
0 500 1000 1500 2000

|C50 7184 Radna koncentracija (nL/mL)
(nLmL) 75.28 79.06 61.19 +9.42

J. foetidissima/sisarke
320 0.184 0.256 0.284 0.000 -5.60 -31.96 -46.31 -27.96
1250 0172 0.178 0.167 0.000 115 834 13.88 7.79 !
250.0 0.133 0.159 0.153 0.000 23.80 18.16 21.24 21.06 /
500.0  0.084 0.000 0.000 0.000 51.54 100.0 100.0  83.85
1000.0  0.000 0.000 0.000 0.000  100.0 100.0 100.0 100.0
2000.0 0.046 0.047 0.053 0.045 99.60 99.31 96.03 98.32

60 -

404

Inhibicija produkcije PGE, (%)

204 i

Kontrola 0.230 0.168 0.185 0.000 0 v
e 4TL5T 287.38 317.38 L0030 C T ey
J. oxycedrus/iglice

320 0.177 0.230 0.205 0.000  33.19 13.14 22.67 23.00

1250 0.183 0.181 0.167 0.000 30.78 31.63 37.11 33.17 .
250.0 0.155 0.149 0.156 0.044 58.26 60.48 57.70 58.81 g — *
500.0  0.126 0.130 0.153 0.027  62.79 61.21 52.57 58.86 ; /(

1000.0  0.095 0.106 0.102 0.056 8536 81.06 82.47 82.96 é

2000.0 0.092 0.067 0.089 0.025 74.64 8430 7570 78.21 %

Kontrola 0.232 0.367 0.195 0.000 i
ICso 239.01 22251 22559 22904 T ey

(nL/mL) +8.77

Grafik 8.62. Zavisnost inhibicije produkcije
PGE, (%) — radna koncentracija etarskog ulja
J. foetidissima/iglice;

J. foetidissima/sisarke;

J. oxycedrus/iglice
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Tabela 8.68. Potencijal inhibicije produkcije PGE;

(J. oxycedrus/sisarke; J. sabina/iglice; J. phoenicea/iglice — etarsko ulje)

PGE,/PGB, Inhibicija produkcije PGE; (%)
iidnncé P, P, P; kor ly I, Iy \i’:ddnnggt
(nL/mL)

J. oxycedrus/sisarke

1.2 0.307 0.282 0.247 0.000 -91.61 -76.54 -54.38 -74.17
5.6 0.227 0.208 0.212 0.000 -41.62 -29.87 -32.74 -34.74
11.2 0.195 0.178 0.115 0.000 -22.08 -11.27 27.97 -16.68
45.0 0.144 0.156 0.147 0.000 9.96 234 803 6.78
90.0 0.104 0.170 0.151 0.000 34.77 -6.09 544 11.37
200.0 0.151 0.135 0.157 0.100 68.38 78.17 64.35 70.30

Kontrola 0.165 0.145 0.169 0.000
(m'_?;;’L) 3113 157.82 16959 ooy

J. sabina/iglice

2.0 0.262 0.254 0.255 0.000 -63.64 -58.76 -59.65 -60.68
10.0  0.205 0.188 0.183 0.000 -28.01 -17.30 -14.46 -19.92
40.0 0.176 0.169 0.162 0.000 -9.86 -5.89 -1.35 -5.70
200.0 0.070 0.072 0.075 0.000 56.43 54.90 53.13 54.82
1000.0 0.049 0.045 0.050 0.045 97.65 99.98 97.09 98.24
2000.0 0.000 0.000 0.000 0.000 100.0 100.0 100.0 100.0

Kontrola 0.165 0.145 0.169 0.000
(m'j?gl_) 177.74 18060 18851 ‘oopo

J. phoenicea/iglice

32.0 0.238 0.199 0.176 0.024 16.86 32.02 40.88 29.92
125.0 0.264 0.171 0.134 0.015 336 39.48 53.62 32.15
250.0 0.111 0.100 0.173 0.068 83.31 87.62 59.39 76.77
500.0 0.133 0.148 0.074 0.042 64.84 58.96 87.61 70.47
1000.0 0.089 0.115 0.115 0.037  79.74 69.67 69.48 72.96
2000.0 0.085 0.070 0.092 0.064 92.06 97.64 89.19 92.96

Kontrola 0.284 0.308 0.205 0.008
(nll_(/:r?r;)L) 157.55 130.76 125.69 11,111251;6

Inhibicija produkcije PGE, (%)
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Grafik 8.63. Zavisnost inhibicije produkcije
PGE, (%) — radna koncentracija etarskog ulja
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Tabela 8.69. Potencijal inhibicije produkcije PGE;
(J. phoenicea/sisarke; aspirin; kvercetin — etarsko ulje; standard)

PGE,/PGB, Inhibicija produkcije PGE; (%)
Radna
konc. Srednja
mumL; Pt P2 Pso kor s l2 3 Vrednost
Hg/mL)
J. phoenicea/sisarke 100 o
0.2 0.211 0.281 0.278 0.000 2.48 -30.05 -28.89 -18.82 80

2.0 0.237 0.256 0.265 0.000 -9.73 -18.60 -22.64 -20.62
10.0 0.202 0.202 0.164 0.000 6.32 6.60 23.88 12.27

o A

40.0 0.134 0.150 0.138 0.000 38.19 30.75 36.24 33.49 E i
400.0 0.075 0.104 0.156 0.000 65.33 51.72 27.81 5853 ; °l
2000.0 0.141 0.155 0.141 0.139 99.28 9295 99.16 97.13 -
Kontrola 0,193 0.257 0200 0000 e
(m'_?;;’L) 215.82 236.30 234.69 iﬁgg
aspirin

100 4

0.4 0.000 0.000 0.000 0.000 100.0 100.0 100.0 100.0
1.0 0.230 0.191 0.232 0.000 -6.29 1164 -7.47  2.67 ] 3
2.0 0.190 0.182 0.186 0.000 11.87 1593 13.89 13.90 /

4.0 0.134 0.127 0.131 0.000 37.74 4138 39.45 39.52
12.0  0.060 0.036 0.043 0.000 72.32 8335 7991 78.53

60 4

40 7/

20 /

Inhibicija produkcije PGE, (%)
AN

240  0.000 0.000 0.000 0.000 1000 100.0 100.0  100.0 /
Kontrola 0.193 0.257 0.200 0.000 B
ICso 5.58
gml) 614 509 550
kvercetin

100 4

6.24  0.096 0.132 0.114 0.000 29.61 355 16.74 16.63 f
12.48 0.089 0.088 0.070 0.000 34.83 35.83 48.98 39.88 "1
25.0  0.000 0.000 0.000 0.000 100.0 100.0 100.0 100.0
50.0  0.000 0.000 0.000 0.000  100.0 100.0 100.0 100.0

60 4 ‘

i

Inhibicija produkcije PGE, (%)

100.0 0.000 0.000 0.000 0.000 100.0 100.0 100.0 100.0 P }
200.0 0.000 0.000 0.000 0.000  100.0 100.0 100.0 100.0 , ' ' ' '
Kontr0|a 0117 0178 0116 OOOO ’ N RadnakoLO:enlraciJa(pg:fn:L) ”
ICso 1303 1270 1251 Y2715 Grafik 8.64. Zavisnost inhibicije produkcije
(Hg/mL) +0.26  PGE, (%) — radna koncentracija etarskog ulja ili
standarda
J. phoenicea/sisarke;
aspirin;
kvercetin
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8.3.4. Potencijal inhibicije produkcije 12-HETE
Tabela 8.70. Potencijal inhibicije produkcije 12-HETE
(J. communis/iglice; J. communis/Sisarke; J. macrocarpa/sisarke - ekstrakti)

12-HETE/PGB, Inhibicija produkcije 12-HETE (%)
'T(Zdn”f P, P, P; kor ly I, , Srednja
(mg/mL) vrednost
J. communis/iglice
0.4 5.913 2.464 2.753 0.260  1.77 61.72 56.69  1.77
1.0 5.064 6.817 5.833 0.519 21.02 -9.44 7.66 14.34
2.0 4847 4.732 4231 0.420 23.09 25.08 33.78 27.32
4.0 2.980 3.762 4.069 0.364 54.53 40.95 35.61 43.70
8.0 1.309 0.955 1.048 0.385 83.94 90.09 88.47 87.50
12.0 0.508 0.724 0.689 0.177 94.25 90.49 91.09 91.94
Kontrola 6.062 6.912 5.427 0.378
(mIgC/?r(;L) 366 406 422 %
J. communis/Sisarke
0.4 7.123 7.112 6.858 0.224 -19.89 -19.70 -15.27 -18.29
1.0 6.723 6.119 7.432 0.337 -10.98 -0.47 -23.29 -11.58
2.0 5.257 2.883 3.025 0.492 17.21 58.45 5598 17.21
4.0 4.133 4.479 4.785 0.456  36.11 30.09 24.77 30.32
8.0 3.971 3.577 3.717 0.334  36.80 43.65 41.22 40.56
12.0 3.011 2.871 2.880 0.183 52.86 53.29 53.14 53.10
Kontrola 6.062 6.912 5.427 0.378
(mgclfgl_) 1049 1092 1104 000
J. macrocarpa/sisarke
04 3.147 2.063 2.851 0.537 -5.75 3817 6.24 6.24
1.0 2.620 1.920 2.271 0.263 449 3285 18.63 25.74
2.0 0.170 2.410 2.418 0.274 104.21 13.42 13.11 13.27
4.0 1.792 1.859 1.527 0.250 37.51 34.81 48.26 4153
8.0 2.285 1,505 1.937 0.625 32.75 64.32 46.85 64.32
12.0 2.673 2.175 1.873 0.858 26.46 46.65 58.87 52.76
Kontrola 3.028 1.985 2.983 0.198
(m'g(fﬁﬁu ) 520 540 156.3104

100

80 4

Inhibicija 12-LOX (%)
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80 4

Inhibicija 12-LOX (%)

204

100

80 4

Inhibicija 12-LOX (%)

204

60 -

40

60 -

40

T T T T T T
2 4 6 8 10 12
Radna koncentracija (mg/mL)

60 -

40

T T T T T T
2 4 6 8 10 12
Radna koncentracija (mg/mL)

T T T T T T
2 4 6 8 10 12
Radna koncentracija (mg/mL)

Grafik 8.65. Zavisnost inhibicije produkcije
12-HETE (%) — radna koncentracija ekstrakta

J. communis/iglice;
J. communis/sisarke;
J. macrocarpa/sisarke
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Tabela 8.71. Potencijal inhibicije produkcije 12-HETE
(J. excelsa/iglice; J. excelsa/sisarke; J. sibirica/iglice - ekstrakti)

12-HETE/PGB, Inhibicija produkcije 12-HETE

(%)
Radna i
konc. P, P, P; kor ly I, |, Srednja
(mg/mL) vrednost

J. excelsa/iglice

0.4 2.149 2.088 2.228 0.000 4.87 7.57 136 4.60

1.0 1.674 1.439 1.772 0.238 36.43 46.81 32.09 38.44

2.0 1.394 1.582 1.638 0.128 43.93 35.62 33.15 37.57

4.0 0.845 1.676 0.916 0.232 72.83 36.07 69.70 69.70

8.0 0.821 0.900 1.068 0.000 63.65 60.16 52.74 63.65

12.0 0.371 0.600 0.484 0.180 91.52 8140 86.52 86.48
Kontrola 1.968 2.599 2.924 0.237

ICso 2.68
(mg/mL) ' ' ' +0.26

J. excelsa/SiSarke

0.4 1.730 2.075 1.605 0.077 26.83 1156 32.37 23.59

1.0 1.581 1.315 1.338 0.183  38.14 49.93 48.90 45.66

2.0 0.995 1.216 1.094 0.074 59.25 49.47 54.85 54.52

4.0 0.938 0.871 0.935 0.102 63.00 6594 63.14 64.03

8.0 0.653 0.805 0.670 0.029 7235 65.62 71.60 69.86

12.0  0.579 0.753 0.647 0.119 79.65 7195 76.63 76.08
Kontrola 1.968 2.599 2.924 0.237

ICso 1.41
(mg/mL) ' ' ' +0.16

J. sibiricaliglice

0.4 6.236 5.382 6.216 0.347  -1.48 1323 -1.14 13.23

1.0 4.644 5.938 5.749 0.534 29.18 6.88 10.13 15.40

2.0 4.015 5.280 4.844 0.297 3593 1413 21.65 23.90

4.0 2.967 3.471 3.841 0.290  53.87 4519 38.81 42.00

8.0 2.743 2.635 2.659 0.313 58.14 60.00 59.57 59.24

12.0 2402 1.019 1.116 0.339 64.45 88.28 86.61 79.78
Kontrola 6.382 6.228 6.519 0.573

ICso 5.67
(mg/mL) ' ' ' +0.50
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Tabela 8.72. Potencijal inhibicije produkcije 12-HETE
(J. sibirica/sisarke; J. foetidissima/iglice; J. foetidissima/sisarke - ekstrakti)

Inhibicija produkcije 12-HETE

12-HETE/PGB;

(%)
Radna Srednja
konc. P, P, P; Kor Iy I, I;  vrednos
(mg/mL) t
J. sibirica/sisarke 100+
0.4 5.746 6.090 5.827 0.505 9.69 3.77 830 7.25
1.0 4,791 5.176 4.909 0.278 22.23 1559 20.20 19.34 ~ “] ///{
2.0 4.612 4.650 4.556 0.377 27.03 26.37 28.00 27.13 g 1 ///
4.0 4435 2.703 2.732 0.519 3252 62.36 61.85 52.24 § w0l
8.0 2.885 2.888 3.098 0.325 55.88 55.84 5221 54.64 g
12.0 2.094 1.353 1.415 0.288 68.87 81.66 80.58 77.04 ]
Kontrola 6.382 6.228 6.519 0.573 ° T T T S A
________________________________________________________________________________ Radna koncentracija (mg/mL)
(mlg(;?r(;L) 626 616 597
J. foetidissima/iglice .
0.4 1.523 1.880 2.257 0.198 48.40 3454 19.83 34.25 7774*7%
1.0 1.251 1.396 2.036 0.206 59.31 53.67 28.76 44.04 ] /,/T
20 1287 1.773 1656 0.416 6611 47.18 5171 5664 & o l
4.0 1.156 0.566 0.622 0.208 63.09 86.04 83.86 77.66 ég ol /
8.0 0.538 0.472 0.505 0.279 89.93 9251 9119 9121 %
120 0514 0.757 0.605 0.238  89.26 79.81 8572 84.93
Kontrola 2.142 3.324 2.954 0.237 0 ——————————
Racha koncentracia (m/m
(mlgcjrs’r(;L) 048 164 163 o0 o
J. foetidissima/sisarke .
0.4 1.481 1.932 1.813 0.194 49.88 32.34 36.98 39.73 ] o
1.0 1.536 1.909 1.790 0.445 5754 43.03 47.65 49.40 1 - %
2.0 1.256 1.378 1.224 0.211 59.31 5456 60.57 58.15 % 604
4.0 1.421 1.323 1.333 0.278 55,52 59.34 58,93 57.93 %‘ ol
8.0 0.538 0.506 0.521 0.264 89.36 90.60 90.02 90.00 g
12.0 0.542 0.810 0.598 0.238 88.19 77.76 85.99 83.98 7
Kontrola 2.142 3.324 2.954 0.237 o ———————————
1Cso 0.42 1.62 1.28 1.45 em——"
(mg/mL) +0.24  Grafik 8.67. Zavisnost inhibicije produkcije

12-HETE (%) — radna koncentracija ekstrakta

J. sibirica/sisarke;
J. foetidissima/iglice;

J. foetidissima/SiSarke
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Tabela 8.73. Potencijal inhibicije produkcije 12-HETE
(J. oxycedrus/iglice; J. sabina/iglice; J. sabina/sisarke - ekstrakti)

12-HETE/PGB;

Inhibicija produkcije 12-HETE (%)

Radna Srednja
konc. P, P, P3 kor Iy I, 3
(mg/mL) vrednost
J. oxycedrus/iglice
0.4 2.024 2.889 3.360 0.129 -4.15 -51.67 -77.53 -44.45
1.0 2.197 1.896 1.966 0.254 -6.76 9.76  5.95 7.86
2.0 2.256 2.867 2.658 0.329 -5.87 -39.43 -27.95 -24.42
4.0 1957 1.884 1.855 0.479 18.79 22.78 2440 21.99
8.0 1.692 1.542 1.421 0.371 27.46 35.69 4231 35.15
12.0 0.753 0.961 0.844 0.259 7285 6140 67.80 67.35
Kontrola 2.574 1.677 1.821 0.204
(mlg(;?r(;L) 9.81 10.24 9.04 :9(5.7:1
J. sabina/iglice
0.4 2.623 2.153 2.212 0.126 745 2488 22.68 18.34
1.0 1.116 1.290 1.218 0.251 6793 6151 64.15 64.53
2.0 1.663 1.513 1.480 0.122 4290 48.44 49.66 47.00
4.0 1.159 1.127 1.072 0.072 59.73 60.91 6296 61.94
8.0 0.525 0.441 0.463 0.089  83.84 86.94 86.12 85.39
12.0  0.376 0.387 0.481 0.141  91.28 90.89 87.41 89.86
Kontrola 2.860 3.336 2.333 0.145
(mg;ﬁl_) 241 214 210 5%
J. sabina/sisarke
0.4 4.651 4.783 4.722 4.092 2431 6.36 1464 15.10
1.0 3.262 3.336 3.376 2.774  33.88 23.83 1841 25.37
2.0 3.513 3.591 3.938 3.327 7471 6413 17.16 64.13
4.0 3.083 3.320 3.243 3.000 88.74 56.70 67.10 77.92
8.0 2.923 3.141 3.278 2918 99.36 69.80 51.28 84.58
12.0  2.859 2.853 2.874 2.846  98.23 99.07 96.20 97.83
Kontrola 4.698 4.434 4.312 3.743
(mléir?L) 132 157 256 1}6%148
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T T T T T T
2 4 6 8 10 12
Radna koncentracija (mg/mL)

J. oxycedrus/iglice;
J. sabina/iglice;
J. sabina/sisarke



Marija Lesjak

Doktorska disertacija

Tabela 8.74. Potencijal inhibicije produkcije 12-HETE
(J. communis/iglice; J. communis/Sisarke; J. macrocarpa/sisarke — etarska ulja)

12-HETE/PGB;

Inhibicija produkcije 12-HETE (%)

Radna Srednja
konc. P, P, P; kor Iy I, 3 yrednost
(nL/mL)
J. communis/iglice 100 . .
320 2816 3.117 3.192 1.091 10.96 -455 -8.42 10.96 11 ’ !
125.0  3.408 3.398 3.337 1562 475 531 843  6.16 R |
250.0  3.203 3.521 4.079 3.046 91.89 7550 46.68 71.36 ‘
500.0  2.817 2.813 2.817 2.813 99.76 99.97 99.75  99.82
1000.0  2.387 2.274 2.378 2.256 93.26 99.10 93.70 95.35
2000.0 1.117 1.157 1.390 0.959 91.86 89.75 77.74 86.45 ;
Kontrola 2.312 2.566 2.531 0.532 s " v
_________________________________________________________________________________ Radna koncentracija (nL/mL)
ICso 174,39 204.41 25395 18940
(nL/mL) +21.23
J. communis/sisarke .
320 3742 3.7753.794 1.077 254 135 064 151 -
1250  4.866 4.755 4.867 2.729  21.85 2590 21.84 23.20 7 /}
250.0  4.136 4.650 4.541 2.958  56.92 38.14 4212 4573 v //;/
500.0 4.891 4.917 4.626 3.948 6553 64.58 7522 68.44 % o] /}/
1000.0 3.705 3.206 3.588 2.874  69.64 87.88 73.89 77.14
2000.0 2.375 2.407 2.349 2.246 9527 9410 96.22 95.20
Kontrola 3.076 3.157 3.067 0.365 o - - e -
(m'_?r?;l_) 28183 32042 20089 211
J. macrocarpa/sisarke o
200.0 7.354 4.418 4.329 1.985 -63.09 26.12 28.80 27.46
4000  7.490 7.721 7.302 6.865  81.01 73.99 86.74 80.37 )(
600.0  8.402 8.780 8.000 7.661  77.49 66.01 89.70 77.86 S o /
8000 5657 9.243 9.015 7.585 15854 4964 5656 5310  ° | |
1000.0 7.874 8.938 8.950 6.836  68.45 36.15 3578 3597 | ~
1200.0 7.847 8.396 7.970 5.634 3277 16.10 29.05 2257 \}
Kontrola 3.013 3.746 3.591 0.087 —————————
(n'L(/:;;’L) 114755 260.24 24635 o o

Grafik 8.69. Zavisnost inhibicije produkcije
12-HETE (%) — radna koncentracija etarskog
ulja
J. communis/iglice;

J. communis/sisarke;

J. macrocarpa/sisarke
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Tabela 8.75. Potencijal inhibicije produkcije 12-HETE
(J. excelsa/iglice; J. excelsa/sisarke; J. sibirica/iglice — etarska ulja)

12-HETE/PGB, Inhibicija produkcije 12-HETE (%)
Radna i
konc. P, P, Py ko ly I, Iy \i’;dn”é:‘t
(nL/mL)

J. excelsa/iglice 100+
19.24  2.462 2.932 3.099 0.868 44.59 28.23 2244 31.75
75.0 2.571 3.354 3.359 1.278 55.05 27.80 27.66 36.84 "
150.0 2.912 2.880 2.782 1.168 39.38 40.48 43.88 41.25
300.0 3.191 2.626 2.769 2.340 70.43 90.08 85.10 81.87

600.0  2.545 2.892 2.704 1.460 62.27 50.20 56.72 62.27
1200.0 2.983 2.670 2.152 2.035 67.06 77.93 9596 80.32

404 L]

Inhibicija 12-LOX (%)

Kontrola 2.984 2.889 3.174 0.140 RO S e A
Radna koncentracija (nL/mL)
(nII_(/:rsr?L) 67.53 127.91 136.37 fsz_élg
J. excelsa/sisarke .
320  3.550 2.192 2546 0.857 -119.19 -8.62 -37.46 -55.09 "
1250 2,504 1.837 1.852 0.557 -58.42 -4.18 541 -22.67 +

250.0 1.737 1.851 1.899 0.986  38.89 2955 2570 31.38
500.0 1.832 1.884 1.836 1.201  48.63 4441 4832 47.12
1000.0 1.547 1.557 1.358 1.207  72.34 7155 87.67 77.18
2000.0 1.373 1.356 1.387 1.302  94.17 9558 93.06 94.27

60 4

40

Inhibicija 12-LOX (%)

204

Kontrola 2.495 2.819 2.213 1.280 *T 20 40 w0 80 1000 1200 1400 1800 1800 2000 2300
Radna koncentracija (nL/mL)
e 467.00 550.43 467.99 ‘oI
J. sibirica/iglice -
320 28393353 33180685 1733 241 -106 17.33
1250 35123847 3.791 1.863  36.73 23.85 2600 28.86 [
250.0 3.156 2.921 2.894 1.683 4345 5250 5351 49.82 o /j

500.0 3.324 3.220 3.272 3.213 9572 99.73 97.72 97.72
1000.0 3.458 3.086 3.147 2.594 66.85 81.12 78.78 75.58

40

Inhibicija 12-LOX (%)

204/

2000.0 3.087 3.560 3.545 2.538  78.93 60.75 61.36 67.02 !
Kontrola 2.984 2.889 3.174 0.410 ot - e - -
__________________________________________________________________________________ Radna koncentracija (nL/mL)
ICso 222.91
(nL/mL) 348.85 22620 21961 " 6s  Grafik 8.70. Zavisnost inhibicije produkcije
12-HETE (%) — radna koncentracija etarskog

ulja
J. excelsaliglice;
J. excelsa/sisarke;
J. sibirica/iglice
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Tabela 8.76. Potencijal inhibicije produkcije 12-HETE
(J. foetidissima/iglice; J. foetidissima/sisarke; J. oxycedrus/iglice — etarska ulja)

12-HETE/PGB, Inhibicija produkcije 12-HETE (%)

Radna Srednja
konc. P, P, P; kor Iy I, I3 vrednost
(nL/mL)
J. foetidissima/iglice
32.0  3.746 3.780 3.694 1.958 21.92 2041 2420 22.18 i
1250  4.150 4.000 3.916 1.293 -24.76 -18.20 -14.55 -19.17 o \
250.0  3.691 3.745 3.793 2.747 58.79 56.43 5431 5651 ‘ .
500.0  3.372 3.292 3.472 2.773 73.86 77.35 69.48 73.57 2 ]/
1000.0  2.193 2.326 2.205 2.167 98.86 93.06 98.36 96.76
2000.0 2.653 2.788 2.202 2.090 75.42 69.52 9515 80.03
Kontrola 1.274 3.434 3.117 0.319 0 A" e o
_________________________________________________________________________________ Radna koncentracija (nL/mL)
ICso 233.25 241.88 25400 22304
(nL/mL) +10.42
J. foetidissima/sisarke .
32.0 5972 6.744 7.253 0.127  -4.26 -18.02 -27.10 -16.46
125.0  7.430 3.950 4.179 0.594 -21.92 40.14 36.05 38.10 ll
250.0 5.898 3.023 3.232 0.907 11.00 62.26 5854 43.93 : %
500.0 7.134 7.940 7.488 5.488  70.65 56.26 64.32 63.75
1000.0 5.275 6.545 7.833 5578 10541 8276 59.78 71.27
2000.0 6.975 8.022 8.531 6.278  87.58 68.90 59.82 72.10
Kontrola 6.602 5.879 4.903 0.188 0 - - e -
(m'_?r?;l_) 41348 21477 24315 o000
J. oxycedrus/iglice
32.0 4508 2.283 2.441 1.289  -40.58 56.59 49.70  21.90 <
125.0 4.337 4.244 4.183 2513  20.35 24.43 27.09 23.96 o \)
250.0 4.379 3.360 3.726 2.830 32.36 76.88 60.88 56.71 : o |
500.0 3.157 3.152 3.183 2.478  70.36 70.55 69.20  70.03
1000.0 2.381 2.389 2.376 2.372  99.61 99.26 99.80  99.56 7/
2000.0 2.274 2.057 2.147 1.741 76,71 86.21 82.25 81.72
Kontrola 1.274 3.434 3.117 0.319 0 - - - o
(nIL(/:ri;)L) 3531 21283 2873 Yool Grafik 71, Zavisnost inhibicije produkcije

12-HETE (%) — radna koncentracija etarskog

ulja
J. foetidissima/iglice;
J. foetidissima/sisarke;
J. oxycedrus/iglice
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Tabela 8.77. Potencijal inhibicije produkcije 12-HETE
(J. sabina/iglice; J. phoenicea/iglice; J. phoenicea/sisarke — etarska ulja)

12-HETE/PGB, Inhibicija produkcije 12-HETE (%)
Rk&l)dnnca.1 P, P, Py kor ly I, Iy \i’;dn”é:‘t
(nL/mL)
J. sabina/iglice
20 5549 5070 5.049 0.279 092 993 1032 7.06 I
100  4.727 4.871 4951 0.261 16.05 13.33 11.84 13.74 —
400  3.178 5587 5.869 0.693 53.29 8.00 270  21.33 g o /

200.0 2.965 7.096 7.504 4.824 13495 57.29 49.63 53.46
1000.0 6.669 3.176 3.132 4.063 51.01 116.68 117.52 95.07

Inhibicija 12-LOX (%)

2000.0  4.007 4.041 4.433 3796 96.03 9539 88.02 93.15 F
Konwola 5188 55835466 0093 LI
(m'_%;’l_) 5334 166.24 20235 oie)
J. phoenicea/iglice 100 !
320  3.683 3934 3.956 1.561 2241 1323 1242 16.02 f ) '
1250 4.885 4509 4.835 4397 8217 9592 84.00 83.08 -
2500 5.862 5.941 6.027 5725 9500 9212 88.96 92.03 5 |
500.0 4.674 4.905 4797 3.253  48.01 3957 43.53 43.70 o]
1000.0 4.484 4522 4.467 4232  90.80 89.41 91.43 90.54 £ ]
2000.0 3.673 3.427 35253310 8672 9571 9212 9152 %
Konwola 3076 315730670365 ey T
(m'_?;fl_) 5302 5677 6140 o000
J. phoenicea/sisarke
02  7.701 8478 9.219 0.134  -33.86 -47.61 -60.70 -47.39 //* d
20 3706 7.084 6.949 0.074 3575 -24.02 -2162 -22.82 . |/
100 8120 8.026 7.404 0.621  -32.65 -30.99 -19.99 -27.88 v
400 63826443 7.039 0.114 -1089 -1197 -2251 -1512 % °]
4000 14371121 10.63 9.989 2274 7824 8856 6318 - #
20000 14.35 1121 10.63 9.989  22.74 78.24 88.56 63.18
Kontrola 5.940 6.789 5.332 0.367 ey
|Cso nd  114.31 122.55 118.43 Grafik 8.72. Zavisnost inhibicije produkcije
(nL/mL) +5.83 12-HETE (%) — radna koncentracija etarskog
n.d. - ICsqnije dostignuta ulja
J. sabina/iglice;

J. phoenicea/iglice;
J. phoenicea/sisarke
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Tabela 8.78. Potencijal inhibicije produkcije 12-HETE
(kvercetin — etarska ulja)

12-HETE/PGB, Inhibicija produkcije 12-HETE (%)
Radna i
Srednja
(rrlfg/nrg.l_) P, P, P kor. ] 1, I3 vrednost
kvercetin
6.24 3.850 3.961 4.000 0.119 4856 47.04 46.50 47.37 - e .
12.48 2.696 3.038 3.075 0.187 65.41 60.69 60.19 62.10 //
25.0 1.284 2.037 1.699 0.136 84.17 73.79 78.44 78.80 g /&

50.0 0.276 0.452 0.397 0.219 99.22 96.78 97.54 97.85
100.0  0.159 0.151 0.142 0.141 99.75 99.86 99.98 99.86
200.0  0.142 0.240 0.140 0.140 99.98 98.63 100.0 99.54 201
Kontrola 8.213 6.651 7.489 0.197

T T T T
———————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— [ 50 100 150 200

| C50 7.44 Radna koncentracija (ng/mL)
(mg/mL) ' ' ' +0.65

Inhibicija 12-LOX (%)

Grafik 8.73. Zavisnost inhibicije produkcije
12-HETE (%) — radna koncentracija standarda
kvercetin
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8.4. Antimikrobni potencijal
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Tabela 8.79. Antimikrobna aktivnosti etarskih ulja iglica i SiSarki ispitivanih vrsta roda Juniperus dobijenih disk difuzionom metodom

Zona inhibicije (mm)

Etarsko ulje S. aureus C. perfringens A. baumannii E. coli S. enteritidis P. aeruginosa
ATCC 11632 ATCC 13124 ATCC BAA-747 ATCC 25922 ATCC 13076 ATCC 9027

. . iglice n.t. 20.0£0.0 16.0+£0.0 15.0+£0.0 - 7.0£0.0

JUNIPErus COMMUAIS i ke nt. 20.0+0.0 11.00.0 12.00.0 i i
. iglice 20.7+0.6 32.0+0.0 n.t. n.t. n.t. n.t.

JUniperus macrocarpa e ve n.t. 16.31.9 8.0+2.0 i . .
Juniperus excelsa iglice 22.0£0.0 24.0£0.0 8.0+1.6 8.7£1.5 8.7+0.6 -
P Sisarke 147412 18.740.6 - . . i
Juniperus sibirica iglice 12.3+0.6 13.0+0.0 - - - -

Juniperus foetidissima iglice 23.3+1.5 26.3+1.5 16.3+0.3 12.3+1.2 11.3+1.3 8.0£1.2
Juniperus oxycedrus iglice 15.310.6 15.3+1.2 - - - -
Juniperus sabina iglice 16.7+1.2 21.0£0.0 14.0+0.6 9.7+0.3 - -
P Sisarke 14.0+1.0 12.7+0.6 10.0+0.6 10.0+0.0 - -
Juniverus phoenicea iglice 16.74£0.6 16.0+0.0 - - - -

perts p Siarke  18.040.0 10.3+0.6 9.740.5 : : 8.241.2

Amikacin 28.0£1.0 21.0£0.0 21.3+0.3 20.0+0.0 19.7+0.3 21.3+0.3

Cefotaksim 32.0+0.0 30.5+0.4 14.3+0.3 27.7£1.9 24.7+0.3 21.3+0.3

n.t. - nije testirano

- - odsustvo zone inhibicije



Tabela 8.80. Antimikrobna aktivnosti etarskih ulja iglica i SiSarki ispitivanih vrsta roda Juniperus dobijene odredivanjem minimalne inhibitorne

koncentracije agar dilucionom metodom

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) (uL/mL etarka ulja; pg/mL standard amikacin)

Etarsko ulje S. aureus C. perfringens A. baumannii E. coli S. enteritidis P. aeruginosa
ATCC 11632 ATCC 13124 ATCC BAA-747 ATCC 25922 ATCC 13076 ATCC 9027
. . iglice 4 8 8 16 n.u. n.u.
Juniperus communis 2 8 8 > 16 > 16 n.u. n.u.
Juniperus macrocarpa |.gI|ce 4 2 n.u. n.u. n.u. n.u.
Sisarke 16 8 n.u. n.u. n.u. n.u.
Juniperus excelsa i'glice 4 16 n.u. n.u. n.u. n.u.
Sisarke 8 16 n.u. n.u. n.u. n.u.
Juniperus sibirica iglice 16 16 n.u. n.u. n.u. n.u.
Juniperus foetidissima iglice 4 8 8 16 16 n.u.
Juniperus oxycedrus l'gllce 8 8 n.u. n.u. n.u. n.u.
SiSarke 8 16 n.u. n.u. n.u. n.u.
Juniperus sabina i'glice 4 8 8 16 > 16 n.u.
Sisarke 8 16 >16 16 n.u. n.u.
Juniperus phoenicea i'glice 4 8 n.u. n.u. n.u. n.u.
Sisarke 4 16 > 16 >16 n.u. n.u.
Amikacin 4 8 4 4 2 4

n.u. - MIC nije utvrden
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9. SKRACENICE

12-HETE
12-HHT
ABTS™
AMDIS
ANS
ARDS
ATCC
BHA

BHT
BK
CGRP
CID
CNS
COX
CYP
DAG
diHETE
DMSO
DPPH’

EDTA
EET

ESI
ESR
FC
FLAP
FRAP

GC
GC-FID

HETE
HHT
HORAC
HPETE
HPLC

HPLC-MS

HTS
HX
IL
INF
INOS

12(S)-hidroksi-(5Z,8Z,10E,14Z7)-eikosatetraen-kiselina
12(S)-hidroksi-(5Z,8E,10E)-heptadekatrien-kiselina
2,2-azinobis-(3-etilbenzotiatolin-6-sulfonat) radikalski katjon
Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification System
autonomni nervni sistem

adultni respiratorni distres sindrom

American Type Culture Collection

butilovani hidroksianizol (2-terc-butil-4-hidroksianizol i 3-terc-butil-4-
hidroksianizol)

butilovani hidroksitoluen (2,6-di-terc-butil-4-methilfenol)
bradikinin

peptid srodan kalcitonin-genu (Calcitonin Gene-Related Peptide)
kolizijom indukovana disocijacija (Collision Induced Dissociation)
centralni nervni sistem

ciklooksigenaza

citohrom

diacilglicerol

dihidroksieikosatetraen-kiselina

dimetil sulfoksid

1,1-difenil-2-pikrilhirdazil radikal

etilendiamintetrasiréetna kiselina

epoksieikosatrien-kiselina (Epoxy-Eicosatrienoic Acid)
elektrosprej jonski izvor (Electrospray lonization)

elektron spin rezonanca

Folin-Ciocalteu reagens

protein koji aktivira 5-lipooksigenazu (Five Lipoxygenase Activating Protein)

antioksidantna mo¢ redukcije Fe(III) jona (Ferric lon Reducing Antioxidant

Power)

gasna hromatografija (Gas Chromatography)

gasna hromatografija sa plamenim jonizuju¢im detektorom (Gas
Chromatography - Flame lonization Detector)

hidroeikosatetraen-kiselina,

hidroksiheptadekatrienoat

Hydroxyl Radical Averting Capacity
hidroperoksieikosatetraen-kiselina

te¢na hromatografija visokih performansi (High Performance Liquid
Chromatography)

te¢na hromatografija visokih performansi sa masenim detektorom (High
Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometry)

High Throughput Screening

hipoksilin

interleukin

interferon

inducibilni oblik NO sintaze
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IP inozitol fosfat

ISSR Inter-Simple Sequence Repeat
ITS Internal Transcribed Spacer
KI Kovats-evi retencioni indeks
KMB a-ketometiolbuterna kiselina

LC-MS/MS  te¢na hromatografija sa tandemskim masenim detektorom (Liquid
Chromatography/Tandem Mass Spectrometry)

LoQ limit kvantitacije (Limit of Quantitation)

LOX lipooksigenaza

LT leukotrien

LX lipoksin

MDA malonildialdehid

MIC minimalna inhibitorna koncentracija

MMC kalibracione krive matriksa (Matrix-Matched Calibration Curve)

MRM Multiple Reactions Monitoring

NBT tetrazolijum nitro-plavo (Nitro-Blue Tetrazolium)

Nf-xB Nuclear Factor-xappa B

NK ¢elije prirodne ubice (Natural Killer Cells)

NSAIL nesteroidni antiinflamatorni lekovi

ORAC test za odredivanje kapaciteta absorbcije kiseoni¢nog radikala (Oxygen
Radical Absorbance Capacity Assay)

PAF faktor agregacije trombocita (Platelet Activating Factor)

PCR lancane reakcije polimeraze (Polymerase Chain Reaction)

PG prostaglandin

PGHS prostaglandin H sintaza

PGlI, prostaciklin

PL fosfolipaza

PMS fenazin-metilsulfat

RAPD Random Amplification of Polymorphic DNA

RBS reaktivne vrste broma (Reactive Bromine Species)

RCS reaktivne vrste hlora (Reactive Chlorine Species)

RNS reaktivne vrste azota (Reactive Nitrogen Species)

ROS reaktivne vrste kiseonika (Reactive Oxygen Species)

RSC kapacitet ,,hvatanja“ slobodnih radikala (Radical Scavenging Capacity)

SC standardne kalibracione krive (Standard Calibration Curves)

SNP natrijum-nitroprusid (Sodium Nitroprusside)

SOD superoksid dizmutaza

SSE Signal Suppression/Enhancement

TBA tiobarbiturna kiselina

TCA trihlorsiréetna kiselina (Trichloroacetic Acid)

TEAC antioksidantni kapacitet izraZzen u ekvivalentima trolox-a (Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity)

TIC Total ion Chromatogram

TNF-a o-faktora nekroze tumora (Tumor Necrosis Factor-a)

TPTZ 2,4,5-tripiridil-s-triazin

TRAP test za odredivanje ukupne antioksidantne sposobnosti ,,hvatanja“ radikala

(Total Radical-Traping Antioxidant Parameter Assay)
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TrX trioksilin
TX tromboksan
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TrX trioksilin
TX tromboksan
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Karakterizacija metanolnih ekstrakata i etarskih ulja iglica
i SiSarki osam vrsta samoniklih kleka (rod Juniperus L.)
obuhvatala je fitohemijski skrining i ispitivanje
antioksidantne,  antiinflamatorne i antimikrobne
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sekundarnih  biomolekula.  Antioksidantna aktivnost
ekstrakata 1 etarskih ulja (sposobnost neutralizacije
slobodnih radikala, redukcioni potencijal i inhibicija
lipidne  peroksidacije) ispitana  je  primenom
spektrofotometrijskih  metoda. U cilju odredivanja
antiinflamatornog potencijala, primenjena je ex vivo
metoda za pracenje aktivnosti trombocitne
ciklooksigenaze-1 i 12-lipoksigenaze. Antimikrobna
aktivnost etarskih ulja odredena je na Sest odabranih
bakterijskih sojeva. Ispitani ekstrakti i etarska ulja
pokazali su znaCajnu biolosku aktivnost.
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Characterization of methanol extracts and essential oils of
eight Juniperus L. species included phytochemical
screening and evaluation of antioxidant, anti-
inflammatory and antimicrobial activity. The presence and
content of phenolics and terpenoids was confirmed by
LC-MS/MS and GC-MS technique. Antioxidant activity
of extracts and essential oils (radical scavenger capacity,
reduction potential and inhibition of lipid peroxidation)
was examined by spectrophotometric methods. With the
intention to evaluate anti-inflammatory activity, an ex vivo
method was applied to measure activity of platelet
cyclooxygenase-1 and 12-lipoxygenase. Antimicrobial
activity was evaluated according to six bacterial strains.
Examined extracts and essential oils showed noticeable
biological activity.
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