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Izvod: Rod Hypericum obuhvata oko 500 razli¢itih vrsta

1z klasifikovanih u 36 sekcija. Najpoznatiji

predstavnik roda je kantarion (Hypericum
perforatum, Hypericaceae). Hemijska
karakterizacija kantariona je bila predmet
mnogobrojnih istrazivanja koja su pokazala
prisustvo razli¢itih klasa jedinjenja, kao i Sirok
spektar  bioloskog potencijala. Medutim,
ispitivanja su otkrila prisustvo istih klasa
jedinjenja i u drugim predstavnicima roda
Hypericum, opravdavajué¢i hemijska istrazivanja
i odredivanje bioloskih aktivnosti. S obzirom da
se kantarion retko plantazno uzgaja, vec
uglavnom sakuplja iz prirode, neretko usled
nedovoljne obucenosti sakupljaca lekovitog bilja
dolazi do zamene propisanog bioloskog izvora
droge Hyperici herba (H. perforatum subsp.
perforatum, Hypericaceae) morfoloski sli¢nim
predstavnicima roda, §to posledicno uti¢e na
sadrzaj aktivnih principa 1 bioloski potencijal.
Zbog toga su ciljevi ove doktorske disertacije:
utvrdivanje uticaja geografskog porekla 1
stadijuma ontogenetskog razvoja bioloskog
izvora na kvalitativni i kvantitativni hemijski
sastav, bioloski potencijal vodeno-alkoholnog
ekstrakta taksona roda Hypericum, kao i
utvrdivanje  kvaliteta (stepen usitnjenosti,
bioloSki 1izvor, hemijski sastav 1 bioloSki
potencijal) komercijalno dostupnih cajeva na




Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

bazi kantariona koji se nalaze u slobodnoj
prodaji. Biljni materijal je obuhvatio uzorke 32
taksona roda Hypericum kao i 51 uzorak
monokomponentnih €ajeva na bazi kantariona
prikupljenih  na teritoriji centralnog dela
Balkanskog poluostrva, centralne Evrope, Rusije
i Turske tokom 2011-2016. godine. U veéini
ispitanih ekstrakta kvantifikovan je visok sadrzaj
ukupnih  fenola i flavonoida. Rezultati
odredivanja sadrzaja hipericina u ispitivanim
ekstraktima pokazali su njegovo prisustvo kod
uzoraka svih taksona prikupljenih za vreme
cvetanja, pri cemu je to bila i fenofaza u kojoj je
dostignut maksimalan sadrzaj. Hiperforin je
takode detektovan u veéini uzoraka prikupljenih
za vreme cvetanja, prate¢i dinamiku akumulacije
sli¢nu hipericinu. Sa druge strane apigenin 1
epikatehin nisu detektovani u velikom broju
ispitanih ekstrakta, dok je prisustvo naringenina
kvantifikovano u manje od 50% uzoraka.
Amentoflavon je bio prisutan u manje od 30%
ispitanih uzoraka. Visok sadrzaj kvercetina i
rutina je odreden u svim ispitanim ekstraktima,
pri ¢emu u slucaju kvercetina nije zabelezeno
znaCajnije  variranje tokom ontogenetskog
razvoja, dok je maksimalna koncentracija rutina
odredena u uzorcima prikupljenim pre, ili za
vreme cvetanja. U vecini uzoraka detektovane su
galna, hlorogenska, kafena i p-
hidroksibenzojeva kiselina (naroc¢ito u periodu
koji prethodi cvetanju), dok ferulna kiselina nije
kvantifkovana kod vise od 80% ispitanih
ekstrakta. Rezultati su pokazali snaznu
antioksidantnu sposobnost ispitivanih
ekstrakata. Uocena je snaznija inhibicija
monoaminooksidaze A u odnosu  na
monoaminooksidazu B, kao 1 visi anti-a-
glukozidazni od anti-a-amilaznog potencijala.
Sposobnost inhibicije acetilholinesteraze je
ocenjena kao umerena. Ispitivanje
antiproliferativnog potencijala ekstrakata vrsta
roda Hypericum, je pokazalo izrazit sinergisticki
efekat sa antineoplasti¢nim lekom bleomicinom
(radiomimetik) kao i visoku selektivnost prema
¢elijama karcinoma cerviksa i melanoma, za
razliku od umerenog antiproliferativnog
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potencijala i niske selektivnosti samih ekstrakata
prema malignim ¢elijama. ZabeleZen je znacajan
broj neusitnjenih  (in  toto) komercijalno
dostupnih uzoraka ¢ajeva na bazi kantariona, dok
su kao bioloski izvor ispitanih uzoraka cajeva
identifikovane razli¢ite podvrste H. perforatum.
Slicnost  hemijskog profila 1 bioloSkog
potencijala velikog broja ispitanih taksona sa H.
perforatum ukazuju na mogucénost njihove
eksploatacije. Medutim, zavisnost navedenih
parametara od geografskog porekla biljnog
materijala istice znaCajan uticaj abiotickih
ckoloskih faktora na kvalitet droge. Hemijski
sastav 1 morfolosko ispitivanje uzoraka
monokomponentnih ¢ajeva na bazi kantariona
ukazuju na neophodnost kontrole njihovog

kvaliteta.
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Abstract: The genus Hypericum includes more than 500
AB different species classified in 36 sections. The

most known representative of genus is St. John's
wort (Hypericum perforatum, Hypericaceae).
Chemical characterization of St. John's wort was
the subject of many conducted researches which
demonstrated the presence of different classes of
compounds, as well as a wide spectrum of
biological potential. However, the studies have
also shown the presence of the same compounds
in other representative of the genus Hypericum,
justifying the evaluation of their chemical
composition  and  biological potential.
Considering the fact that St. John's wort is rarely
being cultivated, rather collected from nature,
unqualified collectors may substitute the official
biological source of Hyperici herba (H.
perforatum subsp. perforatum, Hypericaceae)
for morphologically similar representatives of
the genus, consequently affecting the quantities
of active principles and biological potential of
the drug. The aims of this PhD thesis were to
evaluate the influence of geographical origin and
stage of ontogenetic development of biological
source on qualitative and quantitative chemical
composition and biological potential of water -
alcoholic extract of different Hypericum taxa, as
well as to determine the quality (grinding degree,
biological source, chemical composition and
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biological potential) of commercially available
St. John’s wort teas on the market. The plant
material included samples of 32 taxa of genus
Hypericum, as well as 51 commercially available
sample of monocomponent teas based on St.
John's wort collected at territory of central part of
Balkan Peninsula, central Europe, Russia and
Turkey, during period 2011 - 2016. High
amounts of total phenolics and flavonoids were
quantified in the most of the examined extracts.
Quantification of hypericin showed its presence
in all of the samples collected during flowering
period, while that was also the ontogenetic stage
of its maximum accumulation. Hyperforin was
also quantified in most of the samples collected
during flowering period, following the hypericin
trend of accumulation. On the other hand,
apigenin and epicatechin were not detected in
large number of the examined extracts, while
naringenin was detected in less than 50% of
samples. Amentoflavone was present in less than
30% of the examined samples. High amounts of
quercetin and rutin were determined in all of the
examined samples. No significant changes in the
amounts of quercetin during ontogenetic
development were noticed, while the highest
amounts of rutin were determined in samples
collected before, or during flowering. Gallic,
chlorogenic, caffeic and p-hydroxybenzoic acid
were detected in most of the examined samples
(especially in period before opening of the
flowers), while ferulic acid was not quantified in
more than 80% of samples. The results have
demonstrated strong antioxidant potential of the
examined extracts. Stronger potential of the
examined extracts to inhibit monoamine oxidase
A than monoamine oxidase B, as well as stronger
anti-a-glucosidase than anti-a-amylase potential
were recorded. The obtained anticholinesterase
activity of the examined extracts was moderate.
The examination of antiproliferative potential of
different Hypericum species extracts has shown
additive effects in combination with bleomycin
(radiomimetic), as well as high selectivity toward
cervix and melanoma cancer cells. On the other
hand, moderate antiproliferative potential and
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low selectivity during treatment of cancer cells
only with the examined extracts was recorded.
Significant share of in toto commercially
available tea samples based on St. John's wort
was noticed, while different subspecies of H.
perforatum were identified as biological sources
of the examined teas.

Chemical profile and biological potential
resemblance between a large number of
investigated taxa and H. perforatum point to
possibilities of their exploitation. However, the
dependence of listed parameters from
geographical origin of plant material emphasizes
the importance of abiotic ecological factors for
the quality of herbal drug. Chemical composition
and morphological examination of
monocomponent teas based on St. John’s wort
stress the importance of their quality control.
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Rod Hypericum obuhvata oko 500 vrsta gotovo kosmopolitskog rasprostranjenja svrstanih
u 36 sekcija [1]. Najpoznatiji predstavnik ovog roda je kantarion (Hypericum perforatum), vrsta
od davnina prisutna u tradicionalnoj medicini mnogih naroda. Naziv roda poti¢e od grckih reci
hyper (iznad) i eikon [2]. Podaci o primeni kantariona u tradicionalnoj medicini datiraju jo§ od
vremena Hipokrata, Dioskorida i Teofrasta, kada se koristio za le¢enje demonske opsednutosti,
kao diuretik i sredstvo za zarastanje rana. U doba Paracelzijusa kantarion po prvi put dobija status
psihijatrijskog leka i upotrebljava se u terapiji anksioznosti, nervoze, neuralgija i depresije [3-5].
Danas se kantarion uglavnom primenjuje u obliku uljanih macerata i vodenih ili vodeno-
alkoholnih ekstrakata. Uljani macerati se koriste za le¢enje promena na kozi kao §to su oziljci i
opekotine, ili interno kod Zeluda¢nih tegoba, poremecaja lucenja zuci, zapaljenja respiratornog i
urogenitalnog trakta. Sa druge strane, vodeni ili vodeno-alkoholni preparati poseduju klini¢ki
dokazano antidepresivno dejstvo koje je narocito znacajno kod blazih do umerenih oblika depresije
S obzirom na povoljniji profil nezeljenih delovanja uz sli¢nu, ili ¢ak i vecu terapijsku efikasnost
od sintetskih antidepresiva [6, 7]. Preparati na bazi kantariona su evidentirani u Nemackom
kodeksu lekova (DAC) i propisani u monografiji Nemacke Komisije E [8].

Mnogobrojne bioloske aktivnosti kao §to su antioksidantno, antivirusno, antibakterijsko,
antigljivi¢no, antiholinesterazno, antihiperglikemijsko, fotodinamsko dejstvo i inhibicija protein
kinaze C dokazane su za razli¢ite ekstrakte H. perforatum. Sirok spektar navedenih delovanja
svakako budi interesovanje za kantarion kao potencijalnog komedikamenta u mnogim
oboljenjima. S obzirom na ulogu oksidativnog stresa u mnogim patoloskim procesima, biljke kao
znacajan izvor antioksidanasa doprinose prevenciji tih oboljenja. Medutim, neophodno je naglasiti
1 vaznu ulogu kompleksnosti sastava fitopreparata i potencijal multicentri¢nog uticaja na procese
nastanka 1 terapije oboljenja, Sto je naroCito znacajno kod bolesti modernog doba kao Sto su
Alchajmerova bolest (AB), Parkinsonova bolest (PB) i metabolicki sindrom. Glavne klase
sekundarnih metabolita prisutnih u vrstama roda Hypericum su naftodiantroni (hipericin,
pseudohipericin, protohipericin, protopseudohipericin), floroglucinoli (hiperforin, adhiperforin),
flavonoidi (kvercetin, kvercitrin, rutin, hiperozid, amentoflavon), ksantoni, fenolne kiseline i
manje koli¢ine etarskog ulja [6, 8, 9].

Monografije Svetske zdravstvene organizacije (SZO) i Evropske agencije za lekove,
definisu jedino vrstu H. perforatum kao bioloski izvor Hyperci herba [9, 10]. Takode, pored H.

perforatum u pojedinim farmakopejama se kao mogucéi bioloski izvor biljne droge navodi i H.
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maculatum [11-13]. Medutim, razvojem brojnih analiti¢kih tehnika i metoda, pokazano je da i
mnoge druge vrste roda poseduju sli¢nosti u pogledu kvalitativnog sastava i prisustva sekundarnih
biomolekula sa H. perforatum [11]. Stoga se kao jedno od pitanja postavlja moguénost upotrebe
tih predstavnika kao adekvatne alternative ili ¢ak zamene za propisani bioloski izvor. Takode, nisu
retke vrste kod kojih se odredeni bioloski aktivni molekuli sa dokazanim blagotvornim delovanjem
javljaju u znatno viSim koli¢inima nego u H. perforatum, ili u razli¢itim testovima evaluacije
pojedinih bioloskih aktivnosti pokazuju znatno veci potencijal, ¢ime se otvara mesto za njihovu
mogucu primenu u fitoterapiji [5]. Ukoliko se izuzmu razlike u hemijskom sastavu ekstrakata
nastale kao posledica geneticke osnove razli€itosti bioloskih izvora, neophodno je uzeti u obzir i
intraspecijske razlike unutar vrsta u sadrzaju sekundarnih biomolekula u zavisnosti od geografskog
porekla biljnog materijala. Naime, poznato je da je produkcija sekundarnih metabolita u biljkama
uslovljena periodom ontogenetskog razvoja, ali i ekoloSkim faktorima karakteristicnim za staniSte
[5]. Pored toga, globalni rast potro$nje fitopreparata srazmerno je pracen i konstantnim porastom
potraznje kako za biljnom sirovinom, tako i za samom drogom Hyperici herba. Kantarion se retko
plantazno uzgaja, ve¢ se uglavnom obezbeduje sakupljanjem iz prirode. Sakupljaci vrlo ¢esto nisu
dobro upuceni u razlike oficinalnog bioloskog izvora droge i morfoloski sli¢nih predstavnika roda
Hypericum; kao §to su npr. H. maculatum subsp. maculatum, H. maculatum subsp. immaculatum,
H. elegans, itd. Time do izrazaja dolazi vaznost sprovodenja neophodne kontrole kvaliteta sirovog
biljnog materijala i monokomponentnih, pa ¢ak i viSekomponentnih komercijalno dostupnih

Cajeva na bazi kantariona [11].
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2. Hipoteze i ciljevi istrazivanja
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2.1. Hipoteze istrazivanja

Hipoteze istrazivanja su da:

geografsko poreklo i stadijum ontogenetskog razvoja taksona roda Hypericum imaju
znacajan uticaj na hemijski sastav vodeno-alkoholnog ekstrakta,

razli¢iti predstavnici roda Hypericum imaju razli¢it hemijski sastav i ispoljavaju znacajne
razlike u pojedinim bioloskim aktivnostima kao $to su antioksidantna (neutralizacija 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), hidroksil (OH) i nitrozo (NO) radikala, inhibicija procesa
lipidne peroksidacije (LP), sposobnost redukcije Fe®* (FRAP)), antiproliferativna i
sposobnost inhibicije farmakoloSki znacajnih enzima - acetilholinesteraze (AChE), a-
amilaze, a-glukozidaze, monoaminooksidaze A (MAO-A) i B (MAO-B),

geografsko poreklo vrsta roda Hypericum pokazuje uticaj na bioloske efekte
(antioksidantni potencijal, sposobnost inhibicije pojedinih enzima znaéajnih sa aspekta
terapije odredenih oboljenja kao $to su Alchajmerova bolest, dijabetes, depresija) vodeno-
alkoholnog ekstrakta,

komercijalno dostupni ¢ajevi na bazi kantariona i ¢ajne meSavine koje ga sadrze kao jednu
od aktivnih komponenti sadrze razli¢ite vrste roda Hypericum i

hemijski sastav i bioloski potencijal (antioksidantni potencijal, sposobnost inhibicije
pojedinih farmakoloski znacajnih enzima) vodeno-alkoholnih ekstrakata ¢ajeva na bazi
kantariona se medusobno razlikuju u zavisnosti od geografskog porekla, ontogenetskog
razvica biljke kao 1 prisustva razli¢itih vrsta u prikupljenom biljnom materijalu koji se

komercijalno distribuira.

2.2. Ciljevi istraZivanja

Za ciljeve doktorske disertacije postavljeni su:

utvrdivanje uticaja geografskog porekla i stadijuma ontogenetskog razvoja razliitih
taksona roda Hypericum na hemijski sastav vodeno-alkoholnog ekstrakta,
utvrdivanje uticaja bioloskog izvora pripadnika roda Hypericum na kvalitativni i

kvantitativni hemijski sastav i bioloski potencijal (antioksidantni i antiproliferativni
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potencijal, sposobnost inhibicije pojedinih farmakoloski znacajnih enzima) vodeno-
alkoholnog ekstrakta,

e utvrdivanje uticaja geografskog porekla razli¢itih taksona roda Hypericum na bioloski
potencijal (antioksidantni, sposobnost inhibicije pojedinih farmakoloski znacajnih enzima)
vodeno-alkoholnog ekstrakta,

e utvrdivanje kvaliteta (Stepen usitnjenosti, bioloski izvor, hemijski sastav i bioloski
potencijal) komercijalno dostupnih ¢ajeva na bazi kantariona koji se nalaze u slobodnoj
prodaji u odnosu na autenti¢nost farmakopejski opisanog bioloskog izvora (Hypericum

perforatum).
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3. Opsti deo
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3.1. Rod Hypericum

Rod Hypericum obuhvata 484 vrste svrstane u 36 sekcija, Siroko rasprostranjenih na svim
kontinentima i u svim biogeografskim jedinicama izuzimajuéi deo holantarkti¢kog floristickog
regiona u zoni samog Antarkti¢kog kopna i dela ostrvskih arhipelaga (prilog 1) [14]. Najcesce se
sre¢u u umerenom pojasu severne hemisfere, ali se mogu naci i u oblastima sa tropskom i
suptropskom, odnosno hladnom klimom na severu Evrope [15]. lako rod Hypericum pripada
porodici Hypericaceae, Cesto je sistematski menjao polozaj te bio svrstavan u porodicu Clusiaceae.
Medutim, njegova morfoloska i geneticka specifi¢nost opravdava klasifikaciju u porodicu u kojoj
zauzima mesto tipi¢nog roda [16]. Predstavnici roda su uglavnom visegodisnje zeljaste biljke sa
ovalnim stabljikama na kojima su istaknute pruge. Listovi su sede¢i sa karakteristicnim Sizogenim
sekretornim Supljinama u vidu tamnih ili providnih tacaka [17], dok se cvetovi nalaze na vrhu
izdanka u cvastima S§titolikog, grozdastog ili tipa metlice. Kruni¢ni listi¢i su Zute boje i biljka ih
odbacuje u odredenom momentu nakon pocetka formiranja ploda, a ¢asi¢ni listi¢i se zadrzavaju 1
na plodu. Prasnici uglavnom srastaju u 3 - 5 snopica, ili rede u jedan. Plod je ¢aura ili bobica [18].
Stanista na kojima pojedine vrste roda Hypericum rastu veoma variraju i podrazumevaju livade,
Sume, Sumske progale, suva mesta 1 kamenjare, peS€are ili slatine, ali 1 izuzetno vlaZzna staniSta
poput mocvara ili mesta pored reka i1 potoka. Uglavnom nastanjuju kre¢njacke podloge, ali i
serpentinite i vlazna zemljista [18].

Na teritoriji Evrope zabelezena je 61 vrsta roda Hypericum L. koje su rasporedene unutar
17 sekcija [16, 17].

3.2. Kantarion (Hypericum perforatum L.)

Kantarion (gospina trava, eng. St. John's wort) je viSegodi$nja zeljasta biljka (slika 1) sa
vretenastim i jako razgranatim korenom. Stabljika je visoka 20 - 100cm, uspravna, gola, pri vrhu
razgranata, ovalna, sa dva istaknuta uzduzna krila. Listovi su duzine 5 - 30mm, jajastog,
duguljastog ili linearnog oblika, zatupasti ili sa kratkim Siljatim vrhom, nejasno izrazene mrezaste
nervature, sedeci, goli, po povrsini sa brojnim prozirnim i crnim tackama, koje se ponekad javljaju
1 po povrsini, ali i po obodu listova. Oblik listova je direktno zavisan od spektra ekoloskih uslova

na stanistu i vrlo varijabilan. Cvetovi su skupljeni u razgranate, $iroke, titolike cvasti. Casi¢ni
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listi¢i su zelene boje, jajasto lancetasti do linearni sa Siljatim vrhom, po obodu najc¢esce celi, rede
nazubljeni, nisu dlakavi. Po povrSini ¢aSi¢nih listi¢a se nalazi ve¢i ili manji broj prozirnih ili crnih
taCaka 1 crtica. Krunicni listi¢i su 2 - 4 puta duzi od casi¢nih, elipti¢ni, prema vrhu se suzavaju,
obi¢no su sa jedne strane nazubljeni. Zlatnozute su boje, po obodu sa crnim tackama, a mogu se
javljati 1 po povrsini crne tacke i crtice. Plod je ¢aura sa bradavicastim uljanim rezervoarima. Seme
je po povrsini sa sitnim bradavicama, crne ili tamnobraon boje [16, 18, 19]. Kantarion se odlikuje
vrlo Sirokom ekoloskom amplitudom za vecinu ekoloskih faktora i zastupljen je u razliCitim
tipovima hrastovih Suma, Sibljacima, po livadama i paSnjacima, Sumskim c¢istinama, itd.
Rasprostranjen je po Evropi, srednjoj i zapadnoj Aziji, severnoj Africi, a odomacio se 1 u istocnoj
Aziji, Severnoj i Juznoj Americi, Australiji, kao i na Novom Zelandu. Pripada evroazijskom

flornom elementu [18].

Slika 1. Hypericum perforatum.

Prema Flori SR Srbije iz 1972 godine, vrsta obuhvata Cetiri podvrste: Hypericum
perforatum L. subsp. perforatum, H. perforatum subsp. latifolium (Gaudin) A. Frohl, H.
perforatum subsp. veronense (Schrank) H. Lindb i H. perforatum subsp. angustifolium (DC.)
Gaudin [18]. Medutim, novija istrazivanja, kao i nomenklaturna revizija i revizija herbarskog
materijala [20] su pokazali da se ipak radi o tri podvrste (subsp. perforatum, subsp. latifolium i
subsp. veronense) sa komparativnim arealima, $to dodatno opravdava sumnju u adekvatni status
ovih taksona. Tipi¢na podvrsta se odlikuje malim, Siroko jajastim listovima (rede elipticnim) 1

lancetastim CaSi€nim listi¢ima celog oboda, duZzine 7mm i Sirine Smm. Kruni¢ni listi¢i su

9
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uglavnom bez crnih tac¢aka, duzine 10mm. Kod Sirokolisne podvrste (subsp. latifolium) listovi
mogu biti i Siroko lancetasti, ali su ¢aSi¢ni listi¢i nesto sitniji (duZine 4 - 6mm i $irine 2 - 3mm) i
na vrhu razmaknuto nazubljeni. Takode, kruni¢ni listi¢i su nesto duzi (duzina: 10 - 15mm) i Cesto
po povrsini imaju crne crtice. Sa druge strane, kod uskolisne podvrste (subsp. veronense) listovi
su mali (manji od 10mm), jajasti i po obodu povijeni ka nali¢ju. Cagiéni listiéi su sitniji (duZine 3
- 4mm 1 Sirine 0,7 - Imm), dok su krunicni listi¢i okarakterisani prisustvom prozirnih i odsustvom
crnih tacaka i crtica. Listovi podvrste angustifolium su uzani, duguljasti do linearni i po obodu
uvijeni. Cagi¢ni listi¢i su duzine 4 - 6mm i $irine 0,7 - 1mm, linearni i zasiljeni, dok su kruni¢ni

listi¢i 6 - 8mm dugacki, sa crnim ta¢kama i crticama [18].

3.3. Hyperici herba i preparati na bazi kantariona

Drogu Hyperici herba ¢ine osuSeni vr$ni delovi kantariona (Hypericum perforatum)
sakupljeni tokom perioda cvetanja koji se na trzistu mogu nacéi ustinjeni do razli¢itog stepena (slika
2A i1 2B), odnosno u in toto obliku (slika 2C). Nakon susenja biljnog materijala stabljike dobijaju
zelenozutu do braonzutu boju, glatke su, sa dva izrazena paralelna krilca. Listovi su takode glatki,
zelene boje, sedeci, ako zaostaju na stabljici naspramno su rasporedeni i celog su oboda. Po obodu
listova su ponekad razmestene Zlezdane strukture braoncrne boje i tackastog izgleda, dok se po
povrsini lista nalaze mnogobrojne providne Zlezde. Cvetovi su gradeni od pet lancetastih zelenih
caSicnih listiéa sa crnim tackastim Zlezdama po ivici 1 pet zlatnozutih kruni¢nih listia sa
mnogobrojnim zlezdanim strukturama po obodu, ali tokom prerade i susenja droga moze da
promeni boju od svetlije do tamnije braon. Ako zaostaju na stabljici, cvetovi su rasporedeni U
cimoznu cvast mada su, mnogo ¢e$ce, pogotovo kod usitnjenijeg biljnog materijala, svi florni
elementi pojedinacne komponente droge [9]. U drogi se takode mogu zate¢i nezreli, zu¢kasti ili
zelenkasti, ili zreli plodovi 1 beli¢asta semena. Zreli plodovi su u obliku trilokularne kapsule u
kojoj se nalazi veliki broj smedih, ovalnih, Zlezdama istackanih i izdubljenih semena. Droga je
slabo aromati¢nog i balzami¢nog mirisa i gorkog ukusa [9, 21]. Opsti testovi koji se upotrebljavaju
za potvrdu identiteta obuhvataju hromatografske metode, tankoslojnu hromatografiju (TLC) sa
ciljem potvrde prisustva karakteristicnih jedinjenja (hipericin, pseudohipericin, hlorogenska
kiselina, hiperozid), ali i te¢nu hormatografiju kuplovanu sa masenom spektroskopijom (LC-MS),
kao dodatnu metodu. Prisustvo hiperforina i rutina se navodi kao karakter za razlikovanje H.

perforatum od drugih vrsta roda Hypericum [9]. Parametri kontrole kvaliteta obuhvataju i

10
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odredivanje prisustva stranih primesa (maksimalno je dozvoljeno 3% stabljika pre¢nika veéeg od
Smm i 2% stranih materija), odredivanje gubitka vlage suSenjem (maksimalno dozvoljeno 10%) 1
ukupnog pepela (maksimalno dozvoljeno 7%). Takode, propisan je i standardizovani suvi ekstrakt
kantariona (Hyperici herbae extractum siccum quantificatum) koji prema zahtevima mora da
sadrzi 0,1 - 0,3% ukupnih hipericina (izrazenih kao hipericin), 6% flavonoida (izrazenih kao rutin)

i maksimalno 6% hiperforina [21].

Slika 2. Razlicitost stepena usitnjenosti droge Hyperici herba dostupne na trzistu: A) filter
kesice za ¢aj, B) usitnjena droga 3 - 5¢cm C) in toto.

U tradicionalnoj medicini se upotrebljava i uljani ekstrakt kantariona (Hyperici extractum
oleosum). Najces¢e se izraduje maceracijom svezih vr$nih delova kantariona u cvetu u
maslinovom ili suncokretovom ulju (odnos droga:rastvara¢, 1:4) na suncevoj svetlosti, u
vremenskom periodu od 40 dana. Koristi se interno za leCenje bronhitisa, astme, poremecaja
varenja, bilijarnih poremecaja, dijabetesa, dijareje, a spolja kao sredstvo za zarastanje rana od
opekotina 1 mehani¢kih povreda, kod Cireva na kozi, kao i za ublaZavanje tegoba koje prate
hemoroide i mialgije [22]. Kao glavne komponente uljanog ekstrakta identifikovani su hiperforin
I njegovi derivati, ali i derivati hipericina koji daju crvenu boju ulju, kao i flavonoidni aglikoni
kvercetin i 13,118-biapigenin koji ispoljavaju antimikrobno i adstrigentno dejstvo [23]. Uprkos
dugotrajnoj tradicionalnoj upotrebi uljanog ekstrakta, do sada je sproveden samo mali broj

farmakoloskih ispitivanja koja se uglavnom odnose na njegovu spoljasnju upotrebu.

3.3.1 Falsifikovanje droge Hyperici herba

Preparati na bazi kantariona spadaju u najces¢e prodavane terapeutike biljnog porekla. U

Nemackoj, udeo preparata na bazi kantariona ¢ini 25% ukupnih prepisanih lekova za lecenje

11
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depresije, dok je u SAD promet takvih preparata u periodu izmedu 1995. i 1997. godine porastao
deset puta, sa 20 na 200 miliona dolara [24]. Danas se vrednost trgovine herbom i preparatima
kantariona meri milijardama dolara na svetskom nivou [25]. Cinjenica da se kantarion dostupan
na trzistu obezbeduje sakupljanjem iz prirode, a ne plantaznim uzgajanjem, ukazuje na znacaj
obucenosti sakupljaca biljne sirovine. Neretko razliCite podvrste, pa Cak i vrste rastu zajedno i
cvetaju u istom periodu godine, $to je posledica gotovo uniformnog obrasca bioloSke dinamike i
visokog diverziteta ovog roda na podru¢ju Balkanskog poluostrva u juzne Evrope. Dosadasnja
iskustva su pokazala da neretko dolazi do medusobne zamene razli¢itih podvrsta Hypericum
perforatum (subps. perforatum, subsp. latifolium, subsp. veronense i subsp. angustifolium), ali
takode i H. maculatum (subsp. maculatum i subsp. immaculatum) i H. elegans prilikom sakupljanja
droge. Takva situacija u fokus dovodi neophodnost morfo-anatomske kontrole biljne sirovine pre

procesa usitnjavanja, kada to postaje umnogome otezano ili gotovo nemoguce.

3.4. NezZeljena delovanja i interakcije preparata na bazi kantariona

Upotreba biljnih lekova na bazi kantariona se ne preporucuje kod trudnica 1 dojilja, dece i
adolescenata mladih od 18 godina, prvenstveno zbog nedostatka podataka o bezbednosti primene.
NeZeljene reakcije koje se mogu javiti tokom primene ekstrakata na bazi kantariona su
gastrointestinalne tegobe, alergijske reakcije na koZzi, umor i uznemirenost. Kod preosetljivih
osoba moguca je pojava fotosenzibilizacije (tzv. hipericizam), koju karakterisu promene na kozi -
osip, svrab, hiperpigmentacija. Za poznatu fototoksi¢nost ove biljke odgovorna su
naftodiantronska jedinjenja te je vrlo bitno uzeti u obzir preporuku da se u toku terapije izbegava
izlaganje intenzivnom UV zracenju [10].

S obzirom da hiperforin pokazuje snaznu indukciju izoenzima citohroma P450 (CYP3A4,
CYP2C9 i CYP2C19), kao i P-glikoproteina, razli¢iti preparati na bazi kantariona ispoljavaju
interakcije sa velikim brojem lekova koje se ogledaju u smanjenju koncentracije aktivne supstance,

odnosno, ukoliko je u pitanju prolek, do povecanja koncentracije aktivne susptance [9, 10, 26, 27].

3.5. Hemijski sastav predstavnika roda Hypericum L.

Sekundarni metaboliti prisutni u razli¢itim ekstaktima H. perforatum su ve¢ duzi period

predmet mnogobrojnih istrazivanja, §to je doprinelo izuzetno dobroj hemijskoj profilisanosti vrste.
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Glavne bioloski aktivne komponente prisutne u kantarionu su derivati floroglucinola (izrazeni kao
hiperforin; 4 - 6%), naftodiantroni (hipericin i pseudohipericin; 0,05 - 0,30%), tanini i
proantocijanidini (6,5 - 15%), fenolne kiseline (kafena, ferulna i hlorogenska kiselina), etarsko ulje
(0,05 - 1,0%), manje koli¢ine ksantona i aminokiselina i izuzeno znacajan kompleks flavonoida,
kako glikozilovanih, tako i u formi aglikona - hiperozid (0,5 - 2%), rutin (0,3 - 1,6%), kvercitrin
(0,3%), izokvercitrin (0,3%), kvercetin, kempferol, biflavoni (13,118 - biapigenin, amentoflavon)
[5, 8, 27, 28]. Dugi niz godina se smatralo da je H. perforatum jedina vrsta roda Hypericum koja
u znacajnim koli¢inama sadrzi hiperforin i rutin, zbog ¢ega je koristen kao bioloski izvor droge
Hyperici herba [29]. Medutim, sa napretkom analitickih metoda i instrumentacije rapidno se
povecao broj ispitanih predstavnika roda Hypericum i doSlo se do saznanja o vrstama koje
poseduju, kako kvalitativni, tako i kvantitativni profil hemijskog sastava sli¢an zvani¢noj Vvrsti
(npr. H. adenotrichum, H. balearicum i H. maculatum) [30]. Takode, neophodno je pomenuti i
problematiku nejasnog statusa podvrsta H. perforatum koje se propisuju kao oficijelni bioloski
izvor droge, s obzirom na znacajne intraspecijske varijacije u sadrzaju sekundarnih metabolita.
Poznato je da sadrzaj aktivnih principa u ekstraktima predstavnika roda Hypericum varira usled
razli¢itosti bioloskih izvora podvrgnutih ektrakciji, ali takode, javljaju se i kvantitativne razlike
medu ekstraktima istih vrsta ili podvrsta. Naime, produkcija sekundarnih biomolekula u biljkama
zavisna je od brojnih ekoloSkih faktora karakteristicnih za staniSte kao S§to su temperatura,
osuncanost, sadrzaj azota u zemljistu, kiselost zemljista, ali i od fenofaze biljke (pre cvetanja, za
vreme cvetanja, posle cvetanja) [31-34]. Posebnu paznju zasluzuju i predstavnici roda Hypericum
koji sadrze vece koli¢ine aktivnih principa (hipericin, hiperforin), sto ih zahvaljujuéi njihovim

bioloskim i farmakoloskim svojstvima svrstava u red potencijalno korisnih [35].

3.5.1. Hipericin
Hipericin je fototoksi¢no jedinjenje crvene boje izolovano iz H. perforatum [36, 37]. Cesto

se u terminologiji upotrebljava pojam “ukupni hipericini” koji oznacava zbirnu koli¢inu hipericina

i njegovog hiroksiderivata - pseudohipericina (slika 3) [38].
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Slika 3. Hemijske strukture hipericina i pseudohipericina.

U vrstama roda Hypericum, hipericin je deponovan u tamno obojenim Zlezdama [1].
Mnogobrojni bioloski efekti kao Stu su antiviralni (pogotovo antiretroviralni), antidepresivni,
antipsorijati¢ni i antitumorski su dokazani za ovaj hemotaksonomski marker roda [28, 37, 39, 40].
Rezultati istrazivanja o sadrzaju hipericina u vrstama H. montbretii, H. richeri, H. thasium i H.
triquertifolium pokazuju sli¢nost sa H. perforatum, dok u vrstama H. barbatum, H. rumeliacum,
H. rocheli i H. boissieri dostizu i nekoliko puta veée vrednosti nego kod oficijelnog bioloskog
izvora droge [38, 41].

3.5.2. Hiperforin

Hieperforin je floroglucinolski derivat (slika 4) smesten u providnim zlezdama listova H.
perforatum [42]. Prethodna istrazivanja sugeriSu njegovo prisustvo iskljuc¢ivo kod vrste H.
perforatum [43, 44], ali noviji podaci pokazuju da se javlja i kod H. hirsutum, H. perfoliatum, H.
hyssopifolium, H. triquetrifolium, H. montanum i H. tetrapterum, doduse u znacajno manjim
koli¢inama. Kvantifikovani sadrzaj hiperforina je kod H. montbretii veoma sli¢an sadrzaju kod H.
perforatum [35, 45].
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Slika 4. Hemijske strukture hiperforina i adhiperforina.

Ranija istrazivanja su ukazivala na hiperforin kao aktivan princip odgovoran za
antidepresivno dejstvo kantariona, pri ¢emu predlozeni mehanizam delovanja podrazumeva
inhibiciju preuzimanja monoaminskih neurotransmitera i posledi¢ni rast njihove koncentracije u
sinaptickoj pukotini [46]. Medutim, istraZivanja su pokazala da i ekstrakti kantariona oslobodeni
od hiperforina, takode pokazuju antidepresivne efekte [47, 48]. Sa druge strane, za adhiperforin,
koji je takode prisutan u ekstraktima kantariona, i prema strukturi predstavlja jedinjenje vrlo sli¢no
hiperforinu (slika 4), dokazano je da smanjuje preuzimanje 5-hidroksitriptamina (5-HT),
noradrenalina (NA) i dopamina (DA), te pokazuje rezultate antidepresivnog efekta u

bihejvioralnim testovima na zivotinjama, bez uticaja na spontanu lokomotornu aktivnost [49].

3.5.3. Etarsko ulje

Etarska ulja su biljni sekundarni metaboliti koji predstavljaju kompleksne smese vise klasa
isparljivih jedinjenja. Zbog velikog broja prisutnih komponenti uglavnom se karakterisu
dominantnim komponentama [50]. U vrstama roda Hypericum, etarska ulja su smeStena u
providnim zlezdama listova [42]. RazliCita istraZzivanja su pokazala da medu jedinjenjima
dominiraju seskviterpeni: E-kariofilen, germakren-D, kariofilen oksid, spatulenol i globulol. Od
monoterpena najéeS¢e komponente etarskih ulja vrsta roda Hypericum su « - i f - pinen [42].

Medutim, postoje i izuzeci. Dominantne komponente etarskog ulja vrste H. barbatum su
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monoterpeni a-pinen, S-pinen i limonen [51], dok su kod H. triquetrifolium, H. hirsutum, H.
maculatum, H. richeri, H. foliosum, H. undulatum, H. perfoliatum i H. myrianthum to n-alkani (n-
oktan, n-nonan, n-undekan) [31, 52]. Brojna isptivanja razli¢itih bioloskih aktivnosti etarskog ulja
pojedinih vrsta Hypericum pokazala su antibakterijski, antifungalni, antiangiogeni, antioksidantni
i insekticidni efekat [51-58].

3.5.4. Flavonoidi, biflavonoidi i ksantoni u vrstama roda Hypericum

Flavonoidi su polifenolna jedinjenja razli¢itih hemijskih struktura i osobina, Siroko
rasprostranjena u biljkama. Do danas je identifikovano preko 4000 razlic¢itih flavonoida. Poseduju
snazno antioksidantno dejstvo koje se ogleda kroz neutralizaciju slobodnih radikala, heliranje
prelaznih metala i inhibiciju procesa lipidne peroksidacije, a sve to zahvaljujuéi hidroksilnoj grupi
u polozaju C3, dvostrukoj vezi izmedu C2 i C3, karbonilnoj grupi u polozaju C4 i postojanju vise
slobodnih hidroksilnih grupa u prstenovima A i B [59]. U vrstama roda Hypericum prisutni
flavonoidi i njihovi glikozidi su zapravo derivati flavonola — kvercetin, kempferol, rutin, hiperozid,
kvercitrin, izokvercitrin (slika 5) [14]. Glikozidi flavonola pokazuju spazmoliti¢ki efekat [60] i
inhibitorno dejstvo na MAO-A, enzim zaduzen za razgradnju aminskih neurotransmitera [61].
Najzastupljenija flavonoidna jedinjenja u veéini ekstrakata kantariona jesu rutin i hiperozid [62].
Rutin je po mnogim autorima odgovoran za antidepresivni efekat, ali prisustvo tog jedinjenja nije
isklju¢ivo vezano za vrste roda Hypericum vec¢ i za druge droge koje nisu u fitoterapiji poznate po
antidepresivnom dejstvu [63]. Pokazano je da se rutin veze za aza i azc adrenergicke receptore koji
imaju vitalnu ulogu u regulaciji oslobadanja neurotransmitera iz simpatickih nerava 1
adrenergickih neurona u centralnom nervnom sistemu [64]. Medutim, sadrzaj rutina u vrstama
roda Hypericum znacajno varira. Ispitivanjem H. montbretti utvrdeno je da je sadrzaj rutina 10
puta visi nego kod H. perforatum [35]. Za hiperozid je u in vitro testovima dokazano da §titi
kortikalne neurone od ishemije izazvane nedostatkom kiseonika i glukoze [65], odnosno da
pokazuje anitinflamatorno, antikancersko i antioksidantno delovanje [66]. Tako na primer, nakon
akutne i hroni¢ne primene hiperozida i izokvercitrina u dozama koje odgovaraju njihovom
sadrZaju u kantarionu, dobijeni su obecavajuci rezultati u bihejvioralnim testovima koji se koriste
za ispitivanje antidepresivnog delovanja [67, 68]. Takode, pokazano je da hiperozid pospeSuje
oralnu bioraspolozivost hipericina za 34% povecavaju¢i mu rastvorljivost u polarnim ekstraktima

[69-71]. U in vitro ispitivanjima je utvrdeno da kvercetin i kempferol, pri koncentracijama znatno
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vi§im od onih u kojima su prisutni u kantarionu, inhibiSu MAO-A. [72]. Dodatno, kvercetin

pokazuje i afinitet prema dopaminskim receptorima (D4) [64].

’;;-.:f'f T ,»-”O“ R=H R1=0OH Kvercetin
HO._ PN o ’__LH | _l R=B-Rut Ri=OH Rutin
R e SO ¢ R=pB-Gal Ri=OH Hiperozid
x_xi;{,l\ . H"‘“oﬁ R=0a-Glc R1=0H Kvercitrin
( T R=B-Glc Ri=O0H lzokvercitrin
OH 0 R=H Ri=H Kempferol

Slika 5. Flavonoidi i flavonoidni glikozidi prisutni u vrstama roda Hypericum
U pupoljcima i cvetovima razli¢itih predstavnika roda Hypericum identifikovani su
biflavonoidi, i to amentoflavon i 13,118-biapigenin (slika 6) [73, 74]. U in vitro istraZivanjima je
pokazano da amentoflavon poseduje afinitet prema benzodiazepinskim receptorima, uporediv sa

benzodiazepinima.

N Tn
- L e N / . s
HO N {y 2 OH
A\ s
A\ I
AN I
A —
AN -

Slika 6. Hemijske strukture amentoflavona (A) i 13,118-biapigenina (B)

Medutim, in vivo je utvrdena njegova mala bioraspolozivost, verovatno uzrokovana brzim
metabolisanjem ili neprodiranjem kroz krvno-mozdanu barijeru [75, 76]. Amentoflavon u in vitro
ispitivanjima pokazuje afinitet i prema oJ-opioidnim receptorima [64], odnosno, pokazuje
antiinflamatorni potencijal, ali u znacajno visim koncentracijama od onih u kojima se pojavljuje u

kantarionu [77].
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Ukupno 86 razli¢itih ksantona je izolovano iz vrsta roda Hypericum [78, 79]. Kod H.
perforatum su identifikovani kielkorin i 1,3,6,7-tetrahidroksiksanton. Ispitivanja veteg broja
ksantona poreklom iz razli¢itih bioloskih izvora su pokazala da poseduju jak anti-MAO-A
potencijal. Tako na primer, iz H. brasiliense je izolovan 1,5-dihidroksi ksanton koji se pokazao
kao selektivni inhibitor MAO-A (ICso = 0, 73uM). Medutim, ukoliko se razmotri nizak sadrzaj
ksantona u biljkama roda Hypericum, moglo bi se zakljuciti da oni nisu odgovorni za
antidepresivni efekat kantariona. Pored toga, u in vivo istrazivanjima je pokazano da ksantoni

poseduju antitumorsko, antibakterijsko i antigljivi¢éno dejstvo [73, 79].

3.6. Bioloski potencijal vrsta roda Hypericum

3.6.1. Antioksidativni potencijal

Energiju neophodnu za metaboli¢ku homeostazu aerobni organizmi obezbeduju putem
respiracije i ne mogu da opstanu bez kiseonika. Poznato je da je molekulski kiseonik izvor
potencijalno $tetnih agenasa - slobodnih radikala. Kao odgovor na toksi¢no delovanje kiseonika,
tokom evolucije je kod aerobnih organizama doSlo do stvaranja slozenih mehanizama
antioksidativne zastite, kao i mehanizama ,,popravke* oksidativnih oSte¢enja. Oksidativni stres i
antioksidativna zastita se na ¢elijskom nivou nalaze u stalnom ekvilibrijumu i funkcioniSu izuzetno
dobro dok ih neki od endogenih ili egzogenih faktora ne promeni [80]. Oksidativni stres moze da
inicira razvoj ¢itavog niza oboljenja medu kojima su karcinom, arteroskleroza, reumatizam, kao i
neurodegenerativna oboljenja [81-83]. Takode, pojedina oboljenja, kao npr. diabetes mellitus,
okarakterisana su hiperprodukcijom slobodnih radikala koji potom imaju ulogu u izazivanju
komplikacija Secerne bolesti [84]. S obzirom na navedeno, inhibicija oksidativnih procesa i
sposobnost jedinjenja 1 razli¢itih preparata da kao egzogeni antioksidansi inhibisu Stetne efekte
slobodnih radikala predstavlja veoma Cesto ispitivanu biolosku aktivnost, pri ¢emu se posebna
paznja posvecuje ekstraktima i jedinjenjima biljnog porekla [82].

Egzogeni antioksidansi u organizmu mogu da neutraliSu efekte prelaznih metala (gvozde,
bakar, hrom, vanadijum, kobalt) [85] i reaktivni vodoni¢ni radikal (H"), da inhibi$u prooksidativne
enzime i aktiviraju enzimsku neutralizaciju slobodnih radikala i singletnih oblika kiseonika [86].
Rezultati dosadasnjih ispitivanja potvrduju zna€ajan antioksidantni potencijal standardizovanog

ekstrakta H. perforatum u procesima inhibicije LP u mesu. Pritom, postignuti efekti konzerviranja
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vrlo su slicni onim efektima koji su dobijeni primenom kombinacije butilovani
hidroksianizol/butilovani hidroksitoluen (BHA/BHT) [87]. Medusobno poredenje rezultata
ispitivanja antioksidativnog potencijala vrsta roda Hypericum ne predstavlja jednostavan zadatak,
jer, iako se u razli¢itim istrazivanjima koriste test-sistemi zasnovani na istim eksperimentalnim
principima, neretko se koncentracije generisanih slobodnih radikala znacajno razlikuju. Ispitivanja
su pokazala da tipi¢na i sitnolisna podvrsta kantariona pokazuju antioksidativni potencijal sli¢an
BHT-u u DPPH test-sistemu. Takode, pojedina istrazivanja [88] su pokazala sli¢nost u sposobnosti
ekstrakata H. perforatum i H. barbatum da redukuju Mo(VI) do Mo(V), dok je antioksidativni

potencijal H. hirsutum, H. tetrapterum, H. maculatum i H. rumeliacum bio 2-3 puta maniji.

3.6.2. Antiinflamatorni potencijal

Inflamacija predstavlja sloZzen odgovor tkiva na Stetne stimulanse koji obuhvata aktivaciju
¢elija imunoloskog sistema i molekulskih medijatora odgovora kao i promene u funkcionisanju
krvnih sudova [89]. Ciklooksigenaze 1 i 2 (COX-1 i COX-2) i lipooksigenaze (LOX) su kljuéni
enzimi ukljueni u put arahidonske kiseline i posledi¢nu produkciju medijatora zapaljenja -
prostaglandina (PG) i leukotriena (LT). S obzirom na to da je COX-1 znacajna u fizioloskoj sintezi
prostanoida zaduzenih za odrzavanje integriteta sluznice intestinuma, smatra se da zapravo
inhibicija COX-2 i LOX dovodi do sprecavanja inflamatornog odogovora, kao i analgetickih i
antiperitickih dejstava [90]. Rezultati dosadasnjih istrazivanja svedofe o in vitro i in vivo
antiinflamatornom potencijalu razli¢itih predstavnika roda Hypericum (tabela 1).

Tabela 1. Antiinflamatorni potencijal vrsta roda Hypericum.

Ispitani agens Bioloski potencijal/farmakolosko dejstvo Referenca
3-geranil-1-(2'-metilpropanol) floroglucinol i 3-geranil-1-

in vitro inhibciija COX-1 i nastanka leukotriena B4, inhibicija

(2'-met_|lbu_tanol) floroglucinol  izolovani iz H. COX-2i 5-LOX [91]
empetrifolium

etanolni ekstrakti H. perforatum, H. gentianoides, H. in vitro inhibicija sinteze PGE2 i produkcije NO u [92]
densiflorum, H. beanie i H. patulum makrofagima miseva (RAW 264.7)

hloroformska frakcija metanolnog ekstrakta H. canariense in vivo antiinflamatorna aktivnost [93]
etanolni ekstrakt H. perforatum i H. hirsutum in vivo antiinflamatorna aktivnost [94]

3.6.3. Antimikrobni potencijal

Neracionalna upotreba lekova, ali i stalne mutacije patogena dovele su do smanjenja
efikasnosti postojecih lekova. Pored toga, prisutna je i povecana ucestalost infekcija izazvanih

multiplo rezistentim sojevima. Stoga su istraZivanja sa ciljem pronalaska novih potentnih
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antimikrobnih agenasa uvek aktuelna. Vecina prihvacenih antibiotika pokazuje zadovoljavajuce
efekte pri koncentracijama od 10ug/mL, dok se izolovana jedinjenja prirodnog porekla smatraju
potentnim ukoliko pokazuju antibiotski potencijal u koncentracijama do 100pg/mL [95]. Biljni
fenoli grade nerastvorne komplekse sa proteinima te se mogu vezati za bakterijske adhezine,
sprecavajuci njihov kontakt sa ¢elijskim receptorima. Pored toga, tanini pokazuju afinitet prema
proteinima bogatim prolinom, ¢ime iskazuju potencijal inhibicije sinteze Celijskog zida bakterija
[96, 97]. Sa druge strane, glavnom frakcijom odgovornom za antimikrobno dejstvo etarskih ulja
smatraju se oksidovani mono- i seskviterpeni [51, 98]. Prisustvo a- i - pinena, i (E)-kariofilena u
etarskom ulju mnogih vrsta roda Hypericum se povezuje sa antimikrobnim potencijalom tih vrsta
[52, 57, 99]. Dostupna literatura svedo¢i o brojnim ispitivanjima antimikrobnog i antiparazitnog
potencijala polarnih i nepolarnih ekstrakta i etarskih ulja vrsta roda Hypericum (tabela 2).
Tabela 2. Antibakterijski i antifungalni potencijal vrsta roda Hypericum.

Ispitani agens Osetljivi test-sojevi bakterija/gljivica Referenca

butanolni ekstrakt H. perforatum Helicobacter pylori [100]

meticilin rezistentni Staphylococcus aureus, Staphylococcus
aureus, Sarcina lutea, Corynebacterium diphteriae, Streptococcus
agalactie, Streptococcus pyogenes, klasi¢ni i rezistentni sojevi
Mycobacterium tuberculosis

hiperforin [100-102]

Escherichia colii, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonela enteritidis, [88]
Aspergillus niger, Candida albicans

metanolni ekstrakti H. hirsutum, H. tetrapterum, H.
olympicum, H. linarioides, H. rumeliacum

metanolni ekstrakti H. caprifoliatum, H. myrianthum,
etanolni ekstrakti H. hircinum subsp. majus, H. humifusum,

H. elodes, H. glandulosum, H. canariense, H. Staphylococcus aureus 53’3]102]
grandifolium, H. foliosum i H. calycinum,
etarska ulja H. reflexum, H. canariense i H. grandifolium
metanolni ekstrakti H. ternum i H. polyanthemum Bacillus subtilis [97]
etanolni ekstrakti H. elodes i H. hircinum subsp. majus Mycobcaterium tuberculosis [102]
etarsko ulje H. perforatuim Staphylococgus aureus, Est_:herlchla colii, Bacillus subtilis, Sarcina [51, 104]
lutea i Klebsiella pneumoniae

. - Brevibacillus brevis, Bacill r r n

s e 5, et evibacillus brevis, Bacillus cereus, Streptococcus pyogenes, [105]

Pseudomonas aeruginosa

etarsko ulje H. reflexum, H. canariense i H. grandifolium Enterococcus faecalis [103]

Escherichia colii, Proteus mirabilis, Agrobacterium tumeffaciens,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas talaasii, Salmonella
enteritidis, Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Sarcina
lutea, Bacillus cereus, Candida albicans

etarsko ulje H. barbatum [51]

. . Alternaria solani, Fusarium culmorum, Rhizoctonia solani,
etarsko ulje H. linarioides . o [106]
Fusarium equiseti

U klini¢koj praksi u Rusiji za terapiju bakterijskih infekcija izazvanih Staphylococcus
aureus je u upotrebi preparat baziran na acetonskom ekstraktu H. perforatum koji pokazuje bolju

efikasnost od sulfanilamida [100].
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Razlicite klase jedinjenja su oznacCene kao nosioci antivirusnog delovanja vrsta roda
Hypericum, pri ¢emu se fotoaktivacija hipericina navodi kao mehanizam delovanja [107]. Pritom,
u nekoliko in vitro i in vivo istrazivanja dokazana je aktivnost prema Herpes simplex virus 1 i 2,
HIV i Cytomegalo virusu [2, 107, 108]. Medutim, interesantno je da prilikom klini¢kog ispitivanja
primene hipericina kod pacijenata inficiranih HIV-om nije zabelezena antivirusna aktivnost [109].
S druge strane, potvrdena je efikasnost flavonoidnih i katehinskih ekstrakata kod virusa influence
[110].

3.6.4. Antiproliferativni potencijal

Kancer predstavlja jedan od naj¢es¢ih uzroka mortaliteta Sirom sveta, sa pretpostavljenim
porastom od 70% do 2030. godine [111]. Oboljenje se karakterise nekontrolisanim rastom i
deobom Ccelija koje se neretko infiltriraju u tkiva i organe koji su udaljeni od primarnog Zarista.
Konvencionalna terapija podrazumeva zracenje, hemioterapiju i hirur§ke metode [112]. Medutim,
usled nedovoljne selektivnosti terapije prema ¢elijama raka, dolazi do pojave nezeljenih efekata u
koje spada i oste¢enje zdravih ¢éelija. Zbog toga se posebna paznja posvecuje povecanju selektivne
citotoksi¢nosti terapijskih agenasa prema celijama kancera, ali i novim agensima, narocito

poreklom iz prirode [113-115]. Novija istrazivanja su usmerena kako na antiproliferativne efekte

lekovitih biljaka koje se od davnina koriste u fitoterapiji, tako i na efekte kombinovane primene
prirodnih sirovina i antineoplasti¢nih lekova. Naime, moguca korist od kombinacije biljnih
ektrakata i citostatika jeste upotreba nizih koncentracija leka, koja bi doprinela manjoj toksi¢nosti
prema zdravim tkivima s jedne, a ve¢im citostatskim efektom prema ¢elijama kancera, s druge
strane. Takode, poznato je i da bioloski aktivne supstance biljnog porekla mogu uz
antineoplastiéne lekove pokrenuti gensku ekspresiju koja ¢e rezultirati multiplikovanjem
antitumorskog efekta [116].

Jedan u nizu pristupa u delovanju novih antikancer agenasa predstavlja uticaj na
angiogenezu, tj. proces koji uslovljava rast i metastaziranje tumora [117]. Literaturni podaci
pokazuju da upravo hipericin i hiperforin imaju antiangiogeni potencijal [118-120]. Takode,
hipericin ispoljava sposobnost infiltracije u ¢elije melanoma. Nakon deponovanja i fotoaktivacije
u endoplazmati€énom retikulumu, mitohondrijama, lizozomima i1 melanozomima dovodi do

poremecaja celijskog integriteta i apoptoze.
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Prilikom ispitivanja antitumorskog potencijala sekundarnih metabolita razli¢itih vrsta roda
Hypericum velika paznja je posvecena aktivnosti etarskih ulja (tabela 3). Naime, prema
smernicama Nacionalnog instituta za karcinom (eng. National Cancer Institute - NCI), smatra se
da etarsko ulje predstavlja potentan citotoksi¢ni agens ukoliko nakon inkubacije izmedu 48 1 72h
u kulturi kancerskih ¢elija pokazuje ICsp (koncentracija neophodna za ispoljavanje 50% odredene
aktivnosti) vrednosti nize od 20ug/mL [112]. Shodno ovoj preporuci Guedes i sar. [52] smatraju

p-kariofilen komponentom najodgovornijom za antitumorsko delovanje etarskih ulja vrsta roda

Hypericum.
Tabela 3. Antitumorski potencijal vrsta roda Hypericum.

Primenjeni agens Antitumorski efekat Referenca
etarsko ulje H. reflexum citotoksi¢nost in vitro na A375*, MDA-MB 231*, HCT116* [103]
etarsko ulje H. grandifolium citotoksi¢nost in vitro na HCT116, MDA-MB 231 [103]
metanolni ekstrakt H. grandifolium citotoksi¢nost in vitro na HCT116 [103]
metanolni ekstrakti H. caprifoliatum, H. myrianthum, citotoksicnost in Vitro na HT-29%, H-460* (58]
H. connatum
etarsko ulje H. perofratum antiangiogeneza in vivo na horioalantoi¢noj membrani jajeta (CAM)  [121]

*Maligno transformisane Celijske linije: A375 - humani melanom, MDA-MB 231 - humani adenokarcinom dojke, HCT116 - humani kolorektalni
karcinom, HT-29 - humani karcinom debelog creva, H-460 — humani karcinom pluca.

3.6.5. Antidepresivni potencijal

Znacaj vodenih i vodeno-alkoholnih ekstrakata H. perforatum u terapiji blazih do umerenih
oblika depresije je dobro ispitan i potvrden klini¢kim istrazivanjima. Efikasnost preparata na bazi
kantariona u navedenim indikacijama je uporediva sa tricikli¢nim antidepresivima i selektivnim
inhibitorima preuzimanja serotonina (SSRI), dok su bezbednost i profil nezeljenih dejstava
povoljniji [7, 122, 123]. Ranije sprovedena istrazivanja su kao aktivne principe odgovorne za
antideperesivni potencijal kantariona identifikovala prvobitno hipericin, a potom i hiperforin [124,
125]. Medutim, trenutno preovladava misljenje o antidepresivnom potencijalu kompleksa
flavonoida za koje je potvrdeno da u kori mozga pacova povecavaju koli¢ine neurotransmitera
[125]. Poslednja ispitivanja antidepresivnog potencijala vrsta roda Hypericum ukazuju na to da se
ova farmakoloska aktivnost ne mora nuzno vezivati za H. perforatum, ve¢ je prisutna i kod drugih

pripadnika roda (tabela 4).
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Tabela 4. Antidepresivni potencijal vrsta roda Hypericum.

Ispitani agens Farmakoloska aktivnost Referenca

smanjeno vreme imobilizacije u FST*, potencijalno se inhibiSe sinaptozomalno
preuzimanje NA, DA;i 5-HT

smanjeno vreme imobilizacije bez uticaja na lokomotorne aktivnosti, inhibicija
ulginozin B izolovan iz H. polyanthemum  sinaptozomalnog preuzimanja serotonina, DA i NA bez vezivanja za [127]
monoaminske transportere

hiperfoliatin izolovan iz H. perfoliatum [126]

petroletarski ekstrakt H. caprifoliatum znaci antidepresivne aktivnosti u FST [128, 129]
vodeno-alkoholni ekstrakt H. enshiense smanjeno vreme imobilizacije u FST i TST* bez uticaja na lokomotornu aktivnost  [130]
metanolni ekstrakti H. patulum i H. povecanje spontane lokomotorne aktivnosti kod miSeva uz smanjenje vremena [131]
hookerianum spavanja indukovanog pentobarbitonom

smanjeno vreme imobilizacije u FST pri éemu su rezultati uporedivi sa

etanolni ekstrakt H. calycinum o . L . [132]
trimipraminom i desipraminom

infuz i metanolni ekstrakt H. grandifolium  smanjeno vreme imobilizacije u FST [133, 134]

heksanski ekstrakt H. polyanthemum smanjeno vreme imobilizacije bez uticaja na lokomotorne aktivnosti [127]

*FST (eng. Force swimming test) i TST (eng. Tail suspension test) - modeli bihejvioralnih testova za procenu antidepresivnog efekta ispitivanih

uzoraka na glodarima.

3.6.6. Inhibicija bioloski znacajnih enzima

Dokazano je da kantarion ima sposobnost smanjenja nivoa g-amiloidnih peptida (Ap),
gradivnih jedinica amiloidnih plakova, indukcijom njihovog glavnog transportera - P glikoproteina
(P-gp). Patohistoloski gledano, Alchajmerova bolest (AB) je povezana sa nagomilavanjem (A) i
r proteina [135]. Podaci o potencijalu razli¢itih vrsta roda Hypericum (npr. H. perforatum, H.
undulatum, H. androsaemum, H. maculatum, H. barbatum, H. richeri, H. olympicum, H.
rumeliacum) da inhibisu acetilholinesterazu (AChE) su dostupni, ali otezavaju¢u okolnost pri
poredenju antiholinesteraznog potencijala predstavlja nekoris¢enje pozitivne Kkontrole i
nenavodenje aktivnosti upotrebljenog enzima [136-138]. Depresija je stanje Cesto prisutno kod
obolelih od Alchajmerove i Parkinsonove bolesti [139]. Dosadasnja istrazivanja potvrduju da
inhibicija aktivnosti acetilholinesteraze i tirozinaze imaju terapeutski znacaj kod ova dva
neurodegenerativna oboljenja. Alchajmerova bolest je skup neurodegenerativnih poremecaja koju
karakteriSe gubitak memorije, smanjivanje intelektualnih sposobnosti i na kraju potpuni gubitak
svih kognitivnih funkcija. ZapaZza se opadanje fluidnosti membrana, povecano poprecno vezivanje
proteinskih lanaca, smanjena solubilnost membranskih proteina i vaskularizacija neurona. Sve ove
promene su povezane sa peroksidacijom lipida, koja je posledica oksidativnog stresa [140].
Uzimaju¢i u obzir antidepresivnu aktivnost preparata na bazi kantariona, kao i njihovu
antioksidantnu aktivnost, potencijalno antiholinesterazno i antitirozinazno dejstvo bi znacajno

doprinelo poveéanju njegovih terapijskih efekata [137].
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S obzirom na generalni porast incidence obolelih od dijebetesa tipa 2 i metabolickog
sindroma kao bolesti modernog doba, postavlja se pitanje primene razli¢itih jedinjenja prirodnog
porekla u cilju odrzavanja normoglikemije. Inhibicijom enzima odgovornih za razgradnju ugljenih
hidrata (o-amilaza i a-glukozidaza) smanjuje se postprandijalni porast nivoa glukoze u krvi kod
pacijenata obolelih od dijabetesa tip 2 i onih sa latetnim dijabetesom. Diabetes mellitus je klinicki
sindrom koji je proprac¢en stanjem hroni¢no povisene koncentracije glukoze u krvi kao posledice
apsolutnog ili relativnog deficita insulina i povisenim antioksidativnim statusom. Klju¢nu ulogu u
patogenezi Se¢erne bolesti, pored hroni¢no povisenog nivoa glukoze u krvi, imaju slobodni radikali
i oksidativni stres, koji nastaju kroz autooksidaciju glukoze, neenzimsku glikozilaciju i

redistribuciju jona prelaznih metala [141, 142].
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4. Materijal | metode
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4.1. Biljni materijal

Biljni materijal upotrebljen u istrazivanju obuhvatio je uzorke 32 taksona iz roda
Hypericum i 51 komercijalno dostupan uzorak monokomponentnih ¢ajeva na bazi kantariona
Makedonija, Albanija, zapadni delovi Bugarske, isto¢ni delovi Bosne i Hercegovine i severni
delovi Gréke), centralne Evrope (Austrija, Ceska, Nemacka), Rusije i Turske tokom 2011., 2012.,
2013., 2014., 2015. i 2016. godine. Ukupno je sakupljeno 503 uzorka, pri ¢emu su primerci istih
vrsta uzorkovani sa viSe razlicitih lokaliteta i u razli¢itim fazama ontogenetskog razvoja biljke
(pre, za vreme i posle cvetanja). Vauceri prikupljenih biljnih vrsta su identifikovani [16, 18, 19,
143-147] i deponovani u kolekciji primeraka jemstva (eng. Voucher collection) Herbarijuma
Departmana za biologiju i ekologiju, Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta u Novom
Sadu (BUNS) [148]. Podaci 0 taksonima roda ispitanim u istrazivanju, kao i svim prikupljenim

uzorcima su dati u prilozima 2.1., 2.2.1 2.3.

4.2. Priprema biljnih vodeno-alkoholnih ekstrakata

Ekstrakcija aktivnih principa iz prikupljenih uzoraka izvr§ena je primenom maceracije
70% etanolom (m/m) u trajanju od 72h [149]. Nakon otparavanja rastvaraca kvantifikovan je
sadrzaj suvog ekstrakta (s. e.). Za odredivanje bioloSkog potencijala i preliminarnu hemijsku
karakterizaciju dobijenih vodeno-alkoholnih ekstrakata pripremljeni su 10% vodeni rastvori
(m/m), dok su za detaljnu hemijsku karakterizaciju putem te¢ne hromatografije, vodeno-alkoholni

ekstrakti rastvoreni u koncentrovanom metanolu.

4.3. Hemijska karakterizacija vodeno-alkoholnih ekstrakata
4.3.1. Preliminarna hemijska karakterizacija

Preliminarna hemijska karakterizacija vodeno-alkoholnih ekstrakata obuhvatila je
odredivanje sadrzaja ukupnih fenola i sadrzaja ukupnih flavonoida na osnovu prethodno opisanih
metoda [11]. Fenoli sa Folin Ciocaltau (FC) reagensom grade plavo obojen kompleks sa

maksimumom apsorpcije na 760nm, dok flavonoidi sa AIP* jonima formiraju Zuto obojen
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kompleks sa maksimumom aporpcije na 430nm. Na osnovu prethodno izradenih kalibracionih
krivi za galnu kiselinu i kvercetin, sadrzaj ukupnih fenola je izrazen kao miligram ekvivalenata
galne kiseline po gramu suvog ekstrakta (mg EGK/g s. e.), dok je sadrzaj flavonoida izrazen kao
miligram ekvivalenata kvercetina po gramu suvog ekstrakta (mg EK/g s. e.). Sva merenja su radena

u tri ponavljanja.

4.3.2. Detaljna hemijska karakterizacija visokoefikasnom te¢nom hromatografijom (HPLC)

Za detaljnu hemijsku karakterizaciju vodeno-alkoholnih ekstrakata prikupljenih uzoraka
odabrana je metoda te¢ne hromatografije na uredaju Agilent HP 1100 HPLC kuplovanim sa DAD
(Diode Array) detektorom i autosemplerom (Agilent, Waldbronn, Nemacka). Separacija jedinjenja
od interesa izvrsena je na Zorbax CB-C18 koloni (4.6 x 150mm, i. d., Sum veli¢ina Cestica) na
25°C. Sadrzaj hipericina (Hpc), hiperforina (Hpf), apigenina (Ap), naringenina (NA) 1
amentoflavona (Af) je kvantifikovan metodom I, pri ¢emu su kao rastvaraci upotrebljeni 0,1%
rastvor mravlje kiseline u vodi sa dodatkom 10mM NH4COOH (A) i acetonitrila (B). Primenjena
je gradijentna elucija (Omin — 25% B, 6min — 100% B), pri ¢emu je protok mobilne faze iznosio
ImL/min. Injektovano je 10ul ispitivanih ekstrakata, a eluirane komponente su tokom 15min
detektovane na 270nm (Hpf, Ap, NA i Af) i 590nm (Hpc) . Za odredivanje sadrzaja kvercetina
(Kv), rutina (R), epikatehina (Ec), kafene (Kk), hlorogenske (Hk), ferulne (Fk), galne (GKk) i p-
hidoksibenzojeve kiseline (Phb) upotrebljena je metoda Il koja se zasnivala na gradijentnom tipu
elucije (3,25min — 0% B; 8min — 12% B, 15min — 25% B, 15,8min — 30 %B, 25min — 90% B,
25,4min — 100% B) sa protokom mobilne faze od ImL/min. Pritom, kao rastvara¢ A upotrebljen
je 0,1% (v/v) rastvor sircetne kiseline u vodi, a kao rastvara¢ B 0,1% (v/v) rastvor sir¢etne kiseline
u acetonitrilu. Injektovano je 10uL uzorka. Eluirane komponente su tokom 30min detektovane na
280nm.

Pre injektovanja uzoraka pripremljene su kalibracione krive standarda svih kvantifikovanih
komponenti (prilog 3). Uzorci su injektovani tri puta, a sadrzaj analiziranih jedinjenja izrazen je u
mikrogramima po gramu suvog biljnog materijala (pug/g s. b.). Primeri hromatograma dobijenih
prilikom analiziranja razli¢itih taksona roda Hypericum i komercijalno dostupnih

monokomponentnih ¢ajeva na bazi kantariona su dati u prilogu 4.
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4.4. Odredivanje bioloskog potencijala vodeno-alkoholnih ekstrakata

4.4.1. Odredivanje antioksidantnog potencijala

Fenoli se kao klasa sekundarnih biomolekula prisutnih u biljkama ubrajaju u grupu
izuzetno potentnih antioksidanasa [150, 151]. In vitro ispitivanje antioksidativnog potencijala
iziskuje upotrebu dva ili viSe test-sistema zbog kompleksnosti smesa biljnih ekstrakata i
viSestrukih mehanizama antioksidativnog delovanja. Odredivanje sposobnosti neutralizacije 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikala je izuzetno pogodno za preliminarno ispitivanje
antioksidantnog potencijala, ali, s obzirom da se radi o sintetskom jedinjenju koje nije prisutno u
fizioloskim sistemima, radi potpunijeg uvida u sposobnost inhibicije oksidativnih procesa
neophodno je primeniti i druge test-sisteme [5, 150] kao $to su neutralizacija hidroksil (OH) i
nitrozo (NO) radikala, inhibicija procesa lipidne peroksidacije (LP), sposobnost redukcije Fe3*
(FRAP), itd.

4.4.1.1. Ispitivanje sposobnosti neutralizacije DPPH, OH i NO radikala

Potencijal pripremljenih rastvora vodeno-alkoholnih ekstrakata da neutraliSu DPPH, OH i
NO radikale odreden je spektrofotometrijski prema prethodno opisanim metodama [5]. Dodatkom
rastu¢ih koli¢ina ekstrakata u ljubiCasto obojen rastvor stabilnog sintetskog DPPH" pracen je
nestanak obojenja, odnosno prevodenje u Zuto obojen neutralan oblik DPPH-H, na 515nm.
Sposobnost neutralizacije OH® formiranih u Fentonovoj reakciji je pra¢ena preko procesa
degradacije 2-deoksi-D-riboze do malonildialdehida (MDA) i njegove reakcije sa tiobarbiturnom
kiselinom (TBA), pri ¢emu nastaje jedinjenje sa maksimumom aporpcije na 532nm. Nitrozo
radikali su u kori$¢enom test-sistemu formirani dodatkom natrijum-nitroprusida, pri ¢emu deo
slobodnih NO’, koji nisu neutralisani dodatkom ispitivanog ekstrakta, sa Griess-ovim reagensom
formira ruzicasto obojen kompleks sa maksimumom apsorpcije na 546nm. Procenat neutralisanih
slobodnih radikala (RSC (%)) je izracunat na osnovu jednacine (1):

RSC (%) = 100 x (1 - A/Ao) jednacina (1),
gde je A apsorbanca reakcione smeSe sa dodatim ispitivanim ekstraktom, dok je Ao apsorbanca

kontrolne smese. Sva merenja su izvedena u tri ponavljanja.
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4.4.1.2. Inhibicija procesa lipidne peroksidacije

Sposobnost ispitivanih ekstrakata da inhibiSu proces lipidne peroksidacije je odreden na
osnovu prethodno opisane metode [11]. Za potrebe predloZzenog test-sistema OH" su formirani u
Fentonovoj reakciji dok je kao model lipida u bioloskim membranama posluzila suspenzija
lipozoma. Procenat inhibicije procesa lipidne peroksidacije (I (%)) je izraCunat na osnovu
jednacine (2).

I (%) =100 x (1 - A/Ao) jednacina (2),
gde je A apsorbanca reakcione smeSe sa dodatim ispitivanim ekstraktom, dok je Ao apsorbanca
kontrolne smeSe. Sva merenja su izvedena u tri ponavljanja.

Ispitani antioksidantni potencijal ekstrakata iz stavki 4.4.1.1. i 4.4.1.2. uporeden je sa
antioksidansima semisintetskog (askorbinska kiselina, kvercetin-dihidrat) i sintetskog

(butilovanihidroksitoluen (BHT), propilgalat (PG)) porekla.

4.4.1.3. Sposobnost redukcije Fe** (FRAP-test)

Sposobnost ekstrakata da redukuju Fe®* do Fe?* je odredena na osnovu prethodno opisane
metode [152] u kojoj Fe?* sa 2,4,6-tripiridil-S-triazinom (TPTZ) u rastvorima sa niskom pH
vredno$¢u formira obojen kompleks sa maksimumom apsorpcije na 593nm. [153]. Ukratko,
reakcione smese su sadrzavale FRAP reagens (TPTZ rastvoren u hlorovodoni¢noj kiselini, FeCls,
acetatni pufer (pH = 3,6)) 1 razliite koncentracije ispitivanih ekstrakata. Isti postupak je primenjen
za odredivanje redukcionog potencijala askorbinske kiseline, s obzirom da je antioksidantni
potencijal ekstrakata izrazen kao miligram ekvivalenata askorbinske kiseline po gramu suvog

ekstrakta (mg AAE/g s. e.). Sva merenja su izvrSena u tri ponavljanja.

4.4.2. Inhibicija bioloski vaznih enzima

4.4.2.1. Inhibicija monoaminooksidaze A i monoaminooksidaze B

Potencijal ispitivanih ekstrakata da inhibisu aktivnost humane rekombinantne MAO-A i
MAO-B je odreden spektrofluorimetrijski prema prethodno opisanoj metodi [154], koja se zasniva

na deaminaciji kinuramina, koris¢enog kao supstrata, do 4-hidroksihinolina. Prilikom ispitivanja
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inhibicije MAO-A kona¢ne koncentracije enzima i supstrata u reakcionoj smes$i su iznosile
S5ug/mL i 80uM, redom, dok su u slucaju inhibicije MAO-B koncentracije enzima i supstrata
iznosile 10pg/mL i 50uM. Ispitivani ekstrakti su u jednoj koncentraciji dodati u reakcionu smesu
kako bi se odredio procenat inhibicije aktivnosti enzima (I (%)) na osnovu jednacine (3).
Reakcione smeSe koje su sadrzale destilovanu vodu umesto ekstrakta su smatrane za kontrolne 1 u
njima je aktivnost ispitivanih enzima podrazumevana kao potpuna. Kao pozitivne kontrole u oba
testa su upotrebljeni standardi moklobemida i selegilina. Sva merenja su izvrSena u tri ponavljanja.
I (%) =100 x (1 - A/Ao) jednacina (3),

gde je A apsorbanca reakcione smese sa ispitivanim ekstraktom, a Ao apsorbanca kontrolne smese.

4.4.2.2. Inhibicija acetilholinesteraze

Sposobnost ispitivanih ekstrakata da inhibiSu acetilholinesterazu (AChE) odredena je
modifikovanom Ellmanovom metodom [6, 155]. Reakciona smesa je sadrzavala natrijum fosfatni
pufer (pH = 7,2), indikator (5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzojeva kiselina) - DTNB sa NaHCO:s3) i
komercijalni rastvor AChE (aktivnost enzima u finalnoj reakcionoj smesi je iznosila 8,15U/L).
Ekstrakt je u reakcionu smeSu dodavan u dve koncentracije dok je procenat inhibicije aktivnosti
enzima (I (%)) izracunat na osnovu kontrolne smese koja je sadrzala destilovanu vodu umesto
ekstrakta (jednacina (4)). Kao pozitivna kontrola je upotrebljen galantamin. Sva merenja su
izvrSena u 3 ponavljanja.

I (%) =100 x (1 - A/Ao) jednacina (4),
gde je A promena apsorbance ispitivane reakcione smese sa ekstraktom u jedinici vremena, dok je

Ao promena apsorbance ispitivane kontrolne smese u jedinici vremena.

4.4.2.3. Inhibicija a-amilaze

Modifikovana procedura proizvodaca Sigma Aldrich opisana u istrazivanju Kladar i sar.
[11] je upotrebljena za odredivanje sposobnosti ispitivanih ekstrakata da inhibiSu o-amilazu.
Reakcione smese su sadrzale obojeni skrob kao supstrat-indikator (eng. starch azure), a-amilazu
svinjskog porekla (konac¢na aktivnost enzima u reakcionoj smesi je iznosila 0,6U/L) 1 natrijum
fosfatni puffer (pH = 7,2) sa NaCl. Za svaki ispitivani ekstrakt dve koncentracije su dodavane u

reakcionu smeSu i1 nakon inkubacije u trajanju od 10 minuta reakcija je zaustavljana dodatkom
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sir¢etne kiseline (50%, m/m). Posle centrifugiranja epruveta (35000/min, 20min) apsorbanca
supernatanta je izmerena spektrofotometrijski na 595nm. Procenat inhibicije aktivnosti enzima (I
(%)) je izraCunat prema jednacini (5), pri ¢emu je smatrano da je potpuna aktivnost enzima prisutna
u kontrolnim epruvetama u kojima se umesto isptivanog ekstrakta nalazila destilovana voda.
Akarboza je upotrebljena kao pozitivna kontrola. Sva merenja su izvrSena u tri ponavljanja.

I (%) =100 x (1 - A/A0) jednacina (5),
gde je A apsorbanca supernatanta reakcione smeSe sa dodatim ispitivanim ekstraktom, a Ao

apsorbanca supernatanta kontrolne probe.

4.4.2.4. Inhibicija a-glukozidaze

Sposobnost ispitivanih ekstrakta da inhibiSu aktivnost o-glukozidaze izolovane iz
Saccharomyces cerevisie je odredena metodom proizvodaca Sigma Aldrich [156]. Reakcione
smese u datom testu su sadrzale kalijum fosfatni puffer (pH = 6,8), rastvor glutationa (redukovani
oblik), enzim a-glukozidazu (kona¢na aktivnost u reakcionoj smesi je iznosila 7,6U/L) i p-
nitrofenil-a-D-glukozid (PNP-Gluc) koji je upotrebljen kao supstrat. Nakon dodatka dve razlicite
koncentracije ispitivanih ekstrakata i inkubacije na 37°C u trajanju od 20min, reakcija je
zaustavljena pomoc¢u Na>COs. Apsorbance rezultujuéih rastvora su izmerene na 400nm i procenat
inhibicije aktivnosti enzima (I (%)) je izraCunat prema jednacini (6), pri ¢emu je smatrano da je
aktivnost enzima potpuna u reakcionim smes$ama koje nisu sadrzavale ispitivane ekstrakte ve¢
destilovanu vodu. Akarboza je upotrebljena kao pozitivna kontrola. Sva merenja su izvrSena u tri
ponavljanja.

I (%) =100 x (1 - A/Ao) jednacina (6),

gde je A apsorbanca reakcione smese sa ispitivanim ekstraktom, a Ag apsorbanca kontrolne smese.

4.4.3. Odredivanje antiproliferativnog potencijala

4.4.3.1. Gajenje celijskih linija

Za ispitivanje antiproliferativnog efekta vodeno-alkoholnih ekstrakata vrsta roda
Hypericum odabranih na osnovu sadrzaja glavnih aktivnih principa upotrebljena je jedna celijska
linija netransformisanih zdravih Celija - MRC-5 (fibroblasti pluca fetusa, ECACC 84101801) i tri
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linijje maligno transformisanih celija: HeLa (epiteloidni karcinom cerviksa, ECACC No.
93021013), HT-29 (adenokarcinom debelog creva, ECACC No 91072201) i Hs-294 T (melanom,
ATCC HTB-140). Celijske linije su umnozene u DMEM medijumu (Dulbeco Modified Eagle's
Medium, Sigma) sa dodatkom 10% FCS (Foetal Calf Serum, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA), penicillina (100U/mL) i streptomicina (100ug/mL) na 37°C u inkubatoru (HeraCell,
Heraeus) sa 95% vazduha i 5% CO; i visokom vlaznos$¢u (<95%). Pasazirane su dva puta nedeljno

u logaritamskoj fazi rasta, suspendovanjem u 0,1% rastvoru tripsina sa dodatkom 0,04% EDTA.

4.4.3.2. Ispitivanje antiproliferativnog potencijala

Citotoksi¢nost odabranih ekstrakata je odredena sulforodamin B (SRB) testom [157, 158].
Celijske kulture su zasejane na mikrotitar ploée sa 96 otvora pri razli¢itim gustinama sejanja -
5x10° ¢éelija po otvoru za MRC-5 i Hs-294T, odnosno 4x10° ¢elija za HeLa i 6x103 éelija za HT-
29, u ukupnoj zapremini od 180uL i preinkubirane u medijumu opisanom u stavci 4.4.3.1. sa
dodatkom 5% FCS. Vodeno-alkoholni ekstrakti odabranih taksona roda Hypericum su rastvoreni
u 0,9% rastvoru NaCl, dok je u kontrolnu grupu celija dodat samo NaCl. Prethodno su na
navedenim ¢elijskim linijama utvrdene ECso (koncentracije koje inhibiSu rast 50% ¢elija) vrednosti
za bleomicin (BLM; Nippon Kayaku Company) na osnovu kojih je odabrana finalna koncentracija
BLM od 100 pg/mL, za ispitivanje zajednickog efekta odabranih ekstrakta i BLM na rast ¢elijskih
linija. Apsorbanca je izmerena na Multiscan Ascent spektrofotometru (Labsystems; Helsinki,
Finska) pri talasnim duzinama od 540nm i 620nm. Efekti na rast Celija su izraunati kao procenat
u odnosu na kontrolu prema jednacini (7), 1 izrazeni kao srednje vrednosti + SD.

(At/Ac) x 100 (%) jednacina (7),

gde je At apsorbanca ispitanog uzorka, a Ac apsorbanca kontrole. Na osnovu krivih koje prate
odnos koncentracije ekstrakta i efekta na rast ¢elija, pomocu softvera Biosoft CalcuSyn izracunate
su ECsg vrednosti. Na osnovu ECsg vrednosti dobijenih za netumorske ¢elije (NT) i odgovarajuce

tumorske ¢elije (T) izracunati su NT/T odnosi za ekstrakt, kombinaciju ekstrakta i leka, i lek.
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4.5. Morfoloska i mikromorfoloSka kontrola ¢ajeva na bazi kantariona i odredivanje stepena

usitnjenosti

Morfoloska analiza uzoraka monokomponentnih ¢ajeva na bazi kantariona prikupljenih sa
trziSta geografske regije centralnog dela Balkanskog poluostrva izvrSena je upotrebom binokularne
lupe Zeiss Stemi 508 (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Nemacka) opremljene kamerom Axiocam ERc
5s i Image Analyzing sistemom (Zen Blue). lzdvajanjem delova droge Hyperici herba i
identifikacijom biolo$kog izvora dobijeni su podaci o razli¢itim vrstama roda Hypericum prisutnim
u ispitivanim ¢ajevima sa aspekta podudaranja sa oficinalnim bioloskim izvorom (H. perforatum).
Odredivanje stepena usitnjenosti komercijalno dostupnih monokomponentnih ¢ajeva na bazi

kantariona je sprovedeno u skladu sa preporukama dostupnim u Ph. Jug. IV [159].

4.6. Statisticka obrada podataka

Dobijeni rezultati su obradeni zahvaljujuéi organizovanoj bazi podataka kreiranoj u
softverskom paketu Microsoft Excel, a koja je brojala 2082 unosa [160]. Sve sprovedene analize
vrsene su pomocu istog i statistickog paketa Statistica for Windows, v13 [161] metodama

deskriptivne, univarijantne 1 multivarijantne statistike. Rezultati su izrazeni kao aritmeticka

sredina x~, dok je mera varijacije medu podacima izrazena standardnom devijacijom (SD). Za

potrebe predstavljanja distribucije kontinuiranih varijabli koris¢eni su Box-Plot grafici
(jednostavni 1 klaster) na kojima su oznaceni aritmetiCka sredina, medijana, interkvartilno
rastojanje i outliar-i. Multivarijantne analize su obuhvatile analizu glavnih komponenti (eng.
Principal Component Analysis - PCA), kanoni¢nu diskriminantnu analizu (eng. Canonical
Discriminant Analysis - DA) i klastersku analizu (eng. Cluster Analysis) na parametrijske podatke.
Korespodentna analiza (eng. Correspondence Analysis - CA) je primenjena kao neparametrijska
multivarijantna analiza, pri ¢emu je prisustvo odgovarajuc¢ih sekundarnih metabolita u analizi
ozna¢eno sa “1”, a odsustvo sa “0”. Klasterska analiza sprovedena je na vrednostima
Mahalanobijusovih distanci izracunatih za parametrijske podatke u odabranim varijablama.
Dobijene vrednosti prikazane su fenogramima metodom aglomerativnog politetiCkog povezivanja
slicnih vrednosti na osnovu Euklidove distance. Za testiranje varijanse pored standardnih testova

ukljucenih u DA, vrseno je i multivarijantno testiranje varijanse (MANOVA).
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5. Rezultati 1 diskusija
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5.1. Preliminarna hemijska karakterizacija ispitanih ekstrakata

5.1.1. Odredivanje prinosa ekstrakcije (kvantifikacija suvog ekstrakta)

Koli¢ina jedinjenja koja ¢e biti ekstrahovana iz biljnog materijala zavisi od nekoliko
faktora kao Sto su metoda ekstrakcije i odabir ekstraktanta, stepen usitnjenosti droge, duzina
trajanja ekstrakcije, temperatura, itd. Najcesci polarni ekstraktanti koji se koriste kod tipa ¢vrsto-
teCne ekstrakcije kao $to je maceracija su metanol, etanol i voda. Istrazivanja su pokazala da se
prilikom ekstrakcije aktivnih principa iz vrsta roda Hypericum uglavnom koriste sme$e metanola
i vode, odnosno etanola i vode, u odnosu 50-80%, v/v. U oba slu¢aja, ukoliko se sadrzaj metanola
(odnosno etanola) kre¢e od 50% pa navise, koli¢ina hipericina u dobijenom ekstraktu ne varira
znacajno. Sa druge strane, dokazano je da sadrzaj hiperforina umnogome zavisi od odnosa
rastvaraca, te da se najveci prinos dobija primenom 70% smeSe metanola (ili etanola) i vode (v/v)
[162], §to je bio odlu¢ujuéi faktor za odabir rastvaraca primenjenog u ovom istrazivanju. Rezultati
kvantifikacije prinosa ekstrakcije su dati u prilogu 5, dok je odnos prinosa ekstrakcije medu
uzorcima razli¢itih taksona roda Hypericum prikazan na slici 7.

Analizom dobijenih rezultata uoceno je da je prinos s. e. kod vecine (~80%) ispitanih
uzoraka varirao izmedu 14 i 24%, $to je saglasno sa rezultatima prethodnih istrazivanja [88, 163,
164]. Medutim, nesSto nizi prinosi ekstrakcije su dobijeni kod uzoraka komercijalno dostupnih
Cajeva na bazi kantariona u odnosu na istrazivanje Hernandez i sar. [138] gde je biljni materijal
ekstrahovan u obliku dekokta. Sa druge strane, znacajno viSi sadrzaj suvog ekstrakta je
kvantifikovan kod H. rumeliacum subsp. rumeliacum od opisanog u rezultatima istrazivanja
Radulovi¢ i sar. [88], gde je biljni materijal ekstrahovan metanolom. Dodatno, jasno su izrazene i
razlike izmedu uzoraka istog taksona sakupljenih sa viSe razli€itih lokaliteta. Srednja vrednost 1
medijana prinosa s. e. za komercijalno dostupne uzorke monokomponentnih ¢ajeva na bazi
kantariona su iznosili oko 16%, sto je iznad propisane minimalne vrednosti od 12% [162]. Takode,
slicne vrednosti su zabelezene kod svih podvrsta i formi H. perforatum, izuzev kod uzorka H.

perforatum subsp. angustifolium kod koga je prinos ekstrakcije iznosio preko 25%.
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Slika 7. Prinosi ekstrakcije uzoraka razli¢itih taksona roda Hypericum.

Odnosi razlika u prinosu ekstrakcije u zavisnosti od fenoloske faze u kojoj su uzorci
razli¢itih predstavnika roda Hypericum sakupljeni, prikazani su na slici 8. Kod vecine ispitanih
taksona zapazeno je smanjenje koli¢ine ekstraktibilnih jedinjenja nakon perioda cvetanja (osim
kod H. calycinum (c)). Takode, kod najveceg broja ispitanih uzoraka uocen je porast prinosa
ekstrakcije kod uzoraka sakupljenih u cvetu u odnosu na one sakupljene pre cvetanja. Izuzetak su
bili uzorci H. androsaemum (ad), H. calycinum (c), H. elegans (e), H. hirsutum (h), H. montanum
(m), H. richeri subsp. grisebachii (rg) i H. rumeliacum subsp. rumeliacum (ru). Narocito je
znacajan podatak o prinosu ekstrakcije kod uzoraka H. calycinum sakupljenih pre cvetanja koji je
iznosio preko 35%, kao i €injenica da vecina ispitanih uzoraka, bez obzira na fazu ontogenetskog

razvoja u kojoj su prikupljeni, pokazuje sadrzaj s. e. visi od 12%.
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Slika 8. Prinos ekstrakcije kod predstavnika taksona roda Hypericum prikupljenih u razli¢itim

fenoloskim fazama.

5.1.2 SadrZaj ukupnih fenola i flavonoida

Fenoli i flavonoidi predstavljaju izuzetno veliku i znacajnu grupu sekundarnih metabolita
biljaka. Do sada je identifikovano preko 8000 fenolnih jedinjenja, od jednostavnih sa jednim
aromati¢nim prstenom, do polimernih kompleksnih tanina i drugih slozenih polifenolnih struktura.
Pored znacaja za samu biljku, pokazano je da ova jedinjenja ispoljavaju ¢itav niz bioloskih
aktivnosti koje mogu da doprinesu ocuvanju zdravlja coveka [32]. Rezultati kvantifikacije ukupnih

fenola i flavonoida u uzorcima taksona roda Hypericum su dati u prilogu 6. Odnos sadrzaja
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ukupnih fenola kvantifikovanih u razli¢itim taksonima roda Hypericum prikupljenim tokom

perioda cvetanja, kao i variranje sadrzaja izmedu uzoraka istog taksona dati su na slici 9.
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Slika 9. Kvantifikacija ukupnih fenola u uzorcima ispitanih taksona roda Hypericum.

U vedini ispitanih uzoraka (>80%) detektovan je visok sadrzaj fenolnih jedinjenja koji se
uglavnom kretao preko 140mg EGK/g s. e., a u pojedinim uzorcima je iznosio i preko 280mg
EGK/g s. e (H. calycinum). Po visokom sadrzaju fenola su se istakli i uzorci H. androsaemum, H.
maculatum subsp. maculatum, H. maculatum subsp. immaculatum, H. perforatum subsp.
perforatum i H. rumeliacum var. blepharophyllum. Generalno, na sadrzaj ukupnih fenola u biljnim
ekstraktima izuzetno veliki uticaj ima izbor upotrebljenog ekstraktanta sa aspekta njegove
polarnosti, ali i primenjeni metod ekstrakcije. Rezultati istrazivanja su pokazali da se najvisi
sadrzaj fenolnih i1 flavonoidnih komponenti u vrstama roda Hypericum postize upotrebom
metanola, etanola, kao i razlictih smesa metanola/etanola i vode kao rastvaraca [45, 137, 163].

Dobijeni rezultati su saglasni sa prethodno sprovedenim istrazivanjima [45, 137, 163, 165, 166],
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ali neophodno je naglasiti da je za veéinu ispitanih taksona ovo jedno od prvih sveobuhvatnih
istrazivanja o kvantifikaciji ukupnih fenolnih komponenti. Sadrzaj ukupnih fenola odreden u
komercijanim uzorcima je priblizno odgovarao koli¢inama detektovanium u uzorcima H.
perforatum subsp. perforatum i H. hirsutum, ali interesantno je da je kod uzoraka H. perforatum
subsp. veronense i H. perforatum subsp. latifolium detektovana zna¢ajno niza koli¢ina fenolnih
jedinjenja. Uzorci sa najnizim sadrzajem fenolnih jedinjenja su bili H. cerastioides, H. x
desetangsii, H. elegans i H. triquetrifolium. Znac¢ajne razlike su uo¢ene i u sadrzaju ukupnih fenola
kod uzoraka istih taksona prikupljenih sa razli¢itih lokaliteta, i to narocito kod H. calycinum, H.
montbretii i H. perforatum subsp. veronenese.

Odnos sadrzaja ukupnih flavonoida u uzorcima ispitanih taksona roda Hypericum
prikupljenih tokom perioda cvetanja je predstavljen na slici 10. U vecini analiziranih ekstrakata
(>75%) zabelezen je visok sadrzaj flavonoidnih jedinjenja (> 25mg EK/g s.e.), pri ¢emu su se
posebno izdvojili pojedini uzorci H. tetrapterum, H. rochelii, H. richeri subsp. grisebachi i H.
maculatum subsp. maculatum sa detektovanim sadrzajem flavonoida vis§im od 60mg EK/g s. e.
Kvantifikacija flavonoida u komercijalno dostupnim uzorcima je pokazala nesto nizi sadrzaj nego
u uzorcima H. perforatum subsp. perforatum, ali znacajno visi nego kod H. perforatum subsp.
veronenese i H. perforatum subsp. latifolium. Takode, dobijeni rezultati u kojima je sadrzaj
ukupnih flavonoida kod uzoraka H. perforatum subsp. perofratum visi nego kod uzoraka H.
perforatum subsp. veronense su opre¢ni sa rezultatima istrazivanja Filippini i sar. [32].
Interesantno je da je sadrzaj ukupnih flavonoida kod H. rumeliacum var. blepharophyllum bio
izuzetno visok i znacajno se razlikovao od onih kvantifikovanih u uzorcima H. rumeliacum subsp.
rumeliacum. Uzorci sa najnizim sadrzajem flavonoida bili su H. androsaemum i H. degenii. Sli¢no
kao i kod kvantifikacije ukupnih fenola, za veéinu ispitanih taksona ovo predstavlja jednu od prvih
analiza o kvantifikaciji ukupnih flavonoida. Ipak, dobijeni rezultati za H. maculatum subsp.
maculatum, H. perforatum subsp. perforatum, H. montbretii, H. olympicum, H. cerastiodies i H.
tetrapterum generalno su saglasni sa prethodnim istrazivanjima [137, 163, 166], odnosno u slu¢aju
H. perforatum subsp. perforatum nesto visi [167]. Takode, kod veéine ispitanih uzoraka istih
taksona uocene su razlike u sadrzaju ukupnih flavonoida (naro¢ito kod H. rochelii i H. barbatum)

u zavisnosti od geografskog porekla biljnog materijala.
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Slika 10. Rezultati kvantifikacije ukupnih flavonoida u ispitanim uzorcima taksona roda

Hypericum.
5.2. Detaljna hemijska karakterizacija visokoefikasnom te¢nom hromatografijom (HPLC)
5.2.1. Hipericin

Hipericini (hipericin i pesudohipericin) su sekundarni metaboliti prisutni isklju¢ivo u
vrstama roda Hypericum i predstavljaju vazan hemotaksonomski marker roda [38]. Uglavnom se
sintetiSu u ¢asi¢nim i kruni¢nim listi¢ima i prasnicima [168]. Rezultati kvantifikacije hipericina u
ispitivanim predstavnicima roda Hypericum prikupljenim za vreme cvetanja su dati u prilogu 5.
Prisustvo hipericina je detektovano u svim ispitanim ekstraktima, ali je uoCljiva velika

varijabilnost sadrzaja izmedu pripadnika razli¢itih taksona. Vrlo nizak sadrzaj hipericina bio je

40



Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

karakteristika ekstrakata H. androsaemum, H. calycinum, H. olympicum f. tenuifolium, H.

cerastioides i H. rumeliacum var. blepharophyllum (slika 11).
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Slika 11. Sadrzaj hipericina u uzorcima razlicitih predstavnika roda Hypericum.

Prisustvo hipericina u tragovima kod H. androsaemum saglasno je sa prethodnim
istrazivanjima [14, 35]. Kod skoro 80% (79,53%) ispitanih ekstrakata sadrzaj hipericina je bio
iznad 200pg/g s. b. §to ih, posmatrajuci ovaj sekundarni metabolit, ¢ini pogodnim za pripremu
standardizovnih ekstrakata na bazi kantariona. Uzimajuéi u obzir sve ispitane ekstrakte
pojedinac¢nih taksona, najviSi sadrzaj hipericina je zabelezen kod H. perforatum subsp.
angustifolium, znacajno premasujuci druge podvrste H. perforatum (subsp. perforatum, subsp.
veronense i subsp. latifolium). Ovaj podatak je saglasan sa prethodno publikovanim rezultatima
[32, 167]. Detektovane koli¢ine hipericina kod H. perforatum subsp. perforatum su bile u skladu
sa prethodno ispitanim uzorcima iz Litvanije [169], Nemacke [170], Austrije [171] i Australije

[172], ali takode i znacajno nize od biljnog materijala poreklom iz Turske, koji nije bio
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determinisan do nivoa podvrste [35]. Objasnjenje se moze nac¢i u prethodno sprovedenim
istrazivanjima koja svedoce o velikom opsegu variranja sadrzaja hipericina (0,01 - 4,06mg/g s .b.)
kod H. perforatum subsp. perforatum [45, 94, 135, 172-178]. Sadrzaj hipericina kvantifikovan kod
H. perforatum subsp. veronense je bio nesto nizi nego u rezultatima Sagratini i sar. [45] (1,72 i
1,12mg/g s. b.) Posmatrajuci obe ispitane podvrste H. maculatum uocen je nizi sadrzaj hipericina
(<300pg/g s. b.) nego kod svih podvrsta H. perforatum $to odgovara rezultatima istrazivanja
Radusiené i sar. [179]. Medutim, kvantifikovani sadrzaj hipericina kod H. maculatum subsp.
maculatum je bio nesto vi§i nego u istrazivanju Smelcerovié i sar. [41].

Po visokom sadrzaju hipericina, pored H. perforatum subsp. angustifolium, izdvojili su se
H. barbatum, doduse uz prisustvo velike varijabilnosti sadrzaja kod ispitanih uzoraka, kao i H.
barbatum f. acutifolium i H. montanum. Odreden sadrzaj hipericina kod H. barbatum odgovarao
je prethodno publikovanim [94], odnosno nesto je visi nego u istrazivanju Smelcerovié i sar. [41].
Rezultati prethodnih istrazivanja o sadrzaju hipericina kod H. montanum su opre¢ni — od njegovog
odsustva [35] do znacajnih koli¢ina (0,47 1 0,78mg/g s. b.) [45]. Sadrzaj hipericina kod H. hirsutum
odreden u ovom istrazivanju je delom bio saglasan sa dosadasnjim rezultatima [35, 94], odnosno
nesto vi§i nego u istrazivanjima Smelcerovi¢ i sar. [41] i Sagratini i sar. [45] (0,03mg/g s. b.).
Kvantifikacija hipericina u uzorcima H. tetrapterum pokazala je prisutnost visih koli¢ina od
prijavljenih u prethodno publikovanim rezultatima Smelcerovié i sar. [41], odnosno rezultatima
Sagratini i sar. [45] koji ga nisu detektovali. Za uzorke H. linarioides dobijene su sli¢ne, odnosno
nesto viSe vrednosti sadrzaja hipericina u odnosu na do sada publikovane [35, 41]. Sadrzaj
hipericina kod uzoraka H. olympicum i H. richeri subsp. grisebachii je u saglasnosti sa prethodnim
rezultatima [94]. Kvantifikacija hipericina u uzorcima H. triquetrifolium je pokazala znac¢ajno nize
koli¢ine nego u rezultatima Smelcerovié i sar. [35], ali istovremeno i nesto vise nego u istraZivanju
Hosni i sar. [31] (100ug/g s. b.). Visi sadrZaj hipericina je detektovan kod uzoraka H. rumeliacum
subsp. rumeliacum od publikovanog u rezultatima [41], dok su za uzorke H. montbretii dobijene
nesto nize vrednosti [35]. Varijabilnost u sadrzaju hipericina u uzorcima ispitanih taksona, ali i u
rezultatima drugih istrazivanja ukazuje na znaCajan uticaj abiotickih ekoloskih faktora na sintezu
ovog sekundarnog metabolita koji predstavlja vazan hemotaksonomski marker roda Hypericum.
Analize su pokazale da je kod komercijalno dostupnih uzoraka ¢aja kantariona sadrzaj hipericina
bio nizi nego kod svih podvrsta H. perforatum. Interesantno je da je kod hibridnog taksona H. x

desetangsii, i uzoraka roditeljskih vrsti, H. perforatum i H. maculatum, sadrzaj hipericina bio
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blizak koli¢inima kvantifikovanim kod taksona H. perforatum. Medutim, kod vecine ispitanih
taksona uocena je varijabilnost u sadrzaju hipericina u zavisnosti od generalnog geografskog
porekla ispitanog biljnog materijala.

Rezultati kvantifikacije hipericina u ekstraktima ispitivanih uzoraka roda Hypericum
prikupljenim u razli¢itim fazama ontogenetskog razvoja su prikazani u prilogu 5. Kod veéine
ispitanih taksona (osim H. annulatum subsp. annulatum i H. degenii) uoceno je povecanje
akumulacije ovog naftodiantrona do perioda razvitka cvetova, §to je saglasno sa rezultatima
ispitivanja akumulacije hipericina kod uzoraka H. perforatum subsp. perforatum i H. perforatum
subsp. angustifolium [32]. Medutim, utvrdeno je da je najvisi sadrzaj Hpc kod H. triquetrifolium i
H. perforatum subsp. veronense prisutan pre otvaranja cvetova i da tokom ontogeneze opada [31,
32]. Prema dinamici sinteze hipericina nakon otvaranja cvetova izdvojile su se dve grupe taksona.
Kod H. annulatum subsp. annulatum, H. degenii, H. barbatum f. acutifolium, H. elegans, H.
montanum, H. richeri subsp. grisebachii i H. rumeliacum subsp. rumeliacum uocen je dalji porast
sadrzaja hipericina, dok u slu¢aju H. barbatum, H. cerastioides, H. hirsutum, H. maculatum subsp.
immaculatum, H. maculatum subsp. maculatum, H. perforatum subsp. perforatum, H. rochelii i H.
tetrapterum je sadrzaj hipericina opadao tokom ontogenetskog razvoja (slika 12). Dinamika
akumulacije Hpc je narodito bila izrazena kod ekstrakata H. barbatum f. acutifolium (231,37 -
1022,58ug/g s. b.), H. elegans (17,44 - 1276,56 ug/g s. b.) i H. perforatum subsp. perforatum gde
je sadrzaj kvantifikovanog hipericina kod uzoraka sakupljenih u periodu cvetanja bio ~15 puta visi

nego kod uzoraka sakupljenih pre cvetanja.
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Slika 12. Promena sadrzaja hipericina u uzorcima razli¢itih taksona roda Hypericum tokom

ontogenetskog razvoja.

5.2.2. Hiperforin

Rezultati kvantifikacije hiperforina u uzorcima ispitivanih predstavnika roda Hypericum
su dati u prilogu 5. U vecini ispitanih uzoraka prikupljenih za vreme cvetanja detektovano je
prisustvo hiperforina, ali, slicno kao i u slu¢aju hipericina, uocena je velika varijabilnost. Medutim,
dobijeni rezultati su ukazali da sadrzaj hiperforina odrazava dovoljan nivo segregacije po
taksonima. Generalno, vrlo nizak sadrzaj hiperforina je odlika taksona H. androsaemum i H.
calycinum sto je saglasno sa literaturnim podacima [14, 35]. Doduse, neophodno je napomenuti

da pojedini uzorci H. hirsutum i H. perforatum subsp. perforatum takode spadaju u ovu grupu
(slika 13).
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Slika 13. Sadrzaj hiperforina u uzorcima razli¢itih predstavnika roda Hypericum.

Zapravo, prisustvo hiperforina je prema literaturnim podacima, uglavnom odlika
predstavnika filogenetski mladih sekcija [14, 30]. Uzimajué¢i u obzir parametre kvaliteta
postavljene za Hyperici herbae extractum siccum quantificatum u 8. Evropskoj farmakopeji, koji
definiSu maksimalan sadrzaj hiperforina (6%) [21], svi ispitani taksoni bi mogli posluziti kao
bioloski izvor droge. Uocljivo je da je sadrzaj hiperforina nizi od 250ug/g s.b. detektovan kod
nesto vise od 5% (6,76%) ispitanih uzoraka, dok se u 68,07% ispitanih ekstrakata nalazio u
intervalu 250 — 1250pg/g s. b. Takode, kod 5,35% ispitanih ekstrakata je kvantifikovani sadrzaj
hiperforina visi od 2000ug/g s. b. Kao i u sluc¢aju kvantifikacije hipericina, ekstrakti H. perforatum
subsp. angustifolium su se izdvojili po visem sadrzaju hiperforina (>2000ug/g s. b.) od ekstrakata
H. perforatum subsp. latifolium, H. perforatum subsp. perforatum i H. perforatum subsp.
veronense. Odredeni sadrzaj hiperforina u ekstraktima H. perforatum subsp. perforatum je

odgovarao prethodnim rezultatima ispitivanja ovog taksona [178], ali i bio niZzi od vrednosti
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dobijenih u istrazivanju Filippini i sar. [32], Sagratini i sar. [45] i Smelcerovié i sar. [35] (>5000ug/
g s. b.). Takode, znatno nize koli¢ine hiperforina su detektovane u ekstraktima H. perforatum
subsp. veronense od do sada poznatih [45]. Sadrzaj hiperforina u ekstraktima H. hirsutum je
saglasan sa delom prethodno publikovanih rezultata [35], ali je i znatno vi$i u odnosu na
istrazivanja Smelcerovié i sar. [41] i Sagratini i sar. [45] (0,05mg/g s. b.). Detektovane koli¢ine
hiperforina u uzorcima H. montanum su vise od rezultata publikovanih od strane Smelcerovi¢ i
sar. [35], ali su saglasne sa rezultatima Sagratini i sar. [45], koji su ukazali na varijaciju sadrzaja
ovog floroglucinola u uzorcima taksona H. montanum (0,04 - 0,51mg/g s.b.). S obzirom na
prethodno prikazanu varijabilnost u sadrzaju hipericina u ovom taksonu, izgleda da je i sinteza
floroglucinola pod izuzetnim uticajem spektra ekoloskih faktora koji vladaju na staniStima H.
montanum. Odredeni sadrzaj hiperforina kod uzoraka H. linarioides, H. barbatum, H. rumeliacum
subsp. rumeliacum i H. tetrapterum je bio visi nego u dosadasnjim istrazivanjima [35, 41, 45] §to
se moze objasniti razli¢itoS¢u parametara primenjene ekstrakcije, dok je u sluc¢aju H. maculatum
subsp. maculatum nesto vi§i u odnosu na prethodno publikovane rezultate Smelcerovié i sar. [41].
Koli¢ine hiperforina u uzorcima H. perforatum subsp. perforatum su bile sli¢ne sa sadrzajem
kvantifikovanim u vise od jedne trecine svih ispitanih ekstrakata. Po naro¢ito visokom sadrzaju
hiperforina su se izdvojili taksoni H. umbellatum, H. triquetrifolium, H. degenii, H. barbatum (b7,
>4000ug/g s. b.), H. richeri subsp. grisebachii (rg4, >3500ug/g s. b.) i H. rochelii (rol, >2000
Mg/g s. b.). Detektovane visoke koli¢ine hiperforina u uzorcima H. triquetrifolium su u suprotnosti
sa istrazivanjima Smelcerovi¢ i sar. [35] i Hosni i sar. [31] koji su odredili niZe vrednosti, odnosno
odsutnost ovog sekundarnog metabolita. Dodatno, kod vecine ispitanih taksona, uocene su i velike
varijacije u sadrzaju Hpf u zavisnosti od geografskog porekla biljnog materijala upotrebljenog za
pripremu ekstrakata.

Rezultati kvantifikacije hiperforina u uzorcima pojedinih taksona roda Hypericum
prikupljenim u razli¢itim fazama ontogenetskog razvoja su prikazani u prilogu 5. Kod vecine
ispitanih taksona sadrzaj Hpf je rastao do perioda cvetanja §to je saglasno sa rezultatima prethodnih
isptivanja H. perforatum subsp. perforatum, H. perforatum subsp. angustifolium, H. perforatum

subsp. veronense, H. perfoliatum i H. origanum (slika 14) [32, 180].
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Slika 14. Promena sadrzaja hiperforina u uzorcima razli¢itih vrsta roda Hypericum tokom
ontogenetskog razvoja

Izuzetak su bili uzorci H. barbatum f. acutifolium i H. maculatum subsp. immaculatum kod
kojih je detektovani sadrzaj Hpf bio nesto visi kod biljaka sa neotvorenim cvetovima. Dinamika
akumulacije hiperforina posle perioda cvetanja je u velikoj meri pratila dinamiku akumulacije
hipericina. Tako je kod uzoraka H. androsaemum, H. barbatum, H. elegans, H. hirsutum, H.
maculatum subsp. immaculatum, H. maculatum subsp. maculatum, H. perforatum subsp.
perforatum, H. rochelii i H. rumeliacum subsp. rumeliacum sadrzaj Hpf nakon cvetanja opadao,
dok je u slu¢aju uzoraka H. annulatum subsp. annulatum, H. degenii, H. barbatum f. acutifolium,
H. cerastioides, H. montanum, H. richeri subsp. grisebachii i H. tretrapterum, rastao. Kao i u
slucaju hipericina, izuzetna dinamika akumulacije hiperforina je uocena kod uzoraka H. elegans
(17,41 - 1135,66pg/g s. b.), s tim da je maksimalan sadrzaj hiperforina odreden u uzorcima

prikupljenim tokom perioda cvetanja, za razliku od hipericina, €iji je najvisi sadrZzaj detektovan u
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uzorcima prikupljenim posle perioda cvetanja. Prema dinamici akumulacije su se izdvojili i H.
richeri subsp. grisebachii (~ 300 - 2400ug/g s. b.) i H. perforatum subsp. perforatum kod koga je

sa otvaranjem cvetova doslo do udvostru¢avanja sadrzaja hiperforina.

5.2.3. Amentoflavon

Rezultati kvantifikacije amentoflavona u uzorcima taksona roda Hypericum su dati u
prilogu 5. Kod preko 35% (36,90%) ispitanih uzoraka prikupljenih za vreme cvetanja
amentoflavon nije detektovan, ili je njegov sadrzaj bio nizi od 5ug/g s. b.. Takav je bio slucaj
uzoraka H. androsaemum, H. degenii, H. elegans, H. linarioides, H. perforatum subsp. veronense

var. microphyllum, H. umbellatum, ali i komercijalno dostupnih ¢ajeva na bazi kantariona (slika
15).
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Slika 15. Sadrzaj amentoflavona u uzorcima ispitanih taksona roda Hypericum.
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Ekstrakti H. perforatum subsp. angustifolium su se izdvojili po viSem sadrzaju
amentoflavona u odnosu na ostale podvrste H. perforatum. Posmatrajuci ekstrakte dobijene iz
uzoraka istog taksona prikupljenih sa razli€itih lokaliteta, uocljive su izuzetno velike varijacije
koje su narocio izrazene kod H. maculatum subsp. immaculatum, H. maculatum subsp. maculatum,
H. barbatum, H. barbatum f. acutifolium, H. hirsutum, H. montanum, H. tetrapterum i kod svih
ispitanih podvrsta H. perforatum. Kvantifkovani sadrzaj amentoflavona je kod skoro 40%
(39,44%) ispitanih uzoraka bio visi od 50ug/g s. b. Narocito visok sadrzaj Af je detektovan u
ekstraktima H. barbatum (b7, >400pg/g s. b), H. barbatum f. acutifolium, H. hirsutum
(h21,~300pg/g s. b.), H. tetrapterum i kod pojedinih ekstrakata podvrsta H. perforatum.
Detektovane koli¢ine amentoflavona u ekstraktima H. olympicum, H. hirsutum, H. perforatum
subsp. perforatum i H. triquetrifolium su saglasne sa rezultatima prethodno objavljenih istrazivanja
[31, 76]. Prema istrazivanju Crockett i Robson [14], prisustvo amentoflavona je karakteristika
veéine filogenetskih sekcija ispitanih u ovom radu, ali oc¢igledno je da se to pravilo ne moze
primeniti na sve taksone unutar sekcija jer su zabelezene razlike u sadrzaju Af izmedu razlicitih
taksona pripadnika iste sekcije, kao i velike intrataksonske varijacije ispitanih uzoraka.

Rezultati kvantifikacije amentoflavona u predstavnicima roda Hypericum prikupljenim u
razli¢itim fazama ontogenetskog razvoja su prikazani u prilogu 5. Amentoflavon nije detektovan
kod 55,55% uzoraka prikupljenih pre cvetanja, 31,48% za vreme cvetanja i 38.88% posle cvetanja.
Pored taksona kod kojih Af nije bio prisutan niti u jednoj fenofazi ontogeneze, uglavnom je uocen
porast sadrzaja amentoflavona do perioda cvetanja osim kod uzoraka H. maculatum subsp.
immaculatum kod kojih je najvisi sadrzaj amentoflavona detektovan u uzorcima sakupljenim pre
perioda cvetanja (slika 16). Pritom, kod uzoraka H. barbatum f. acutifolium, H. cerastioides, H.
hirsutum, H. maculatum subsp. maculatum, H. perforatum subsp. perforatum, H. richeri subsp.
grisebachii, H. rochelii i H. rumeliacum subsp. rumeliacum je nakon cvetanja opadao sadrzaj Af,
dok je kod uzoraka H. barbatum, H. montanum i H tetrapterum posle cvetanja zabelezeno
povecanje akumulacije ovog sekundarnog metabolita. Rezultati dosadasnjih istraZivanja o
dinamici akumulacije Af u vrstama roda Hypericum su raznoliki. Ispitivanja H. triquetrifolium su
pokazala snizavanje sadrzaja do perioda otvaranja cvetova i dostizanje maksimalnih vrednosti
posle cvetanja [31]. Takode, prisutno je misljenje da se biapigenini akumuliraju uglavnom u

polenu Hypericum vrsta te da nakon cvetanja nihov sadrzaj opada [181].
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Slika 16. Promena sadrzaja amentoflavona u uzorcima ispitanih taksona roda Hypericum

tokom ontogenetskog razvoja.

5.2.4. Kvercetin

Rezultati kvantifikacije sadrzaja kvercetina u ekstraktima ispitivanih taksona roda
Hypericum su dati u prilogu 5. U vecini uzoraka prikupljenih za vreme cvetanja detektovano je
prisustvo kvercetina, osim kod H. cerastioides, i pojedinih ekstrakata H. olympicum (02), H.
perforatum subsp. perforatum (pp2, pp92), H. rumeliacum subsp. rumeliacum (ru23) i pojedinih
komercijalno dostupnih ¢ajeva na bazi kantariona (k4). Kod svega 3,38% ispitanih ekstrakata je
detektovani sadrzaj kvercetina nizi od 50pug/g s. b., dok se kod preko 50% (57,09%) ispitanih
ekstrakata kretao u intervalu 100 - 200ug/g s. b. Pored veé¢ navedenih taksona, nizi sadrzaj

kvercetina je uocen i kod H. barbatum conf. H. thaesium, H. montbretii, H. olympicum, H.
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olympicum f. tenuifolium, H. perforatum subsp. perforatum var. microphyllum, H. rochelii, H.

rumeliacum subsp. rumeliacum, H. rumeliacum var. blepharophyllum i H. spruneri (slika 17).
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Slika 17. Sadrzaj kvercetina u uzorcima razli¢itih predstavnika roda Hypericum.

Kod sve Cetiri ispitane podvrste H. perforatum sadrzaj kvercetina je ujednacen i iznosi
proseéno oko 160ug/g s. b. Sli¢an sadrzaj kvercetina je odreden i kod H. annulatum subsp.
annulatum, H. degenii, H. barbatum, H. calycinum, H. x desetangsii, H. maculatum subsp.
immaculatum, H. maculatum subsp. maculatum, H. triquetrifolium i monokomponentih ¢ajeva na
bazi kantariona. Kvantifikovani sadrzaj kvercetina u ekstraktima H. perforatum subsp. perforatum
je u saglasnosti sa rezultatima prethodnih ispitivanja [43, 182, 183], odnosno nesSto nizi od
vrednosti prijavljenih od strane Smelcerovi¢ i sar. [35] i Males i sar. [167]. Opreéna misljenja o
odsutnosti [32] odnosno prisutnosti [45] kvercetina u uzorcima H. perforatum subsp. perforatum
i H. perforatum subsp. veronense se mogu objasniti velikom varijacijom sadrzaja koja je vezana
za H. perforatum subsp. perforatum (0,05 - 24,12mg/g s. b.) [179, 184]. Oc¢igledno je da je sinteza
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kvercetina u predstavnicima roda Hypericum pod izuzetnim uticajem abioti¢kih ekoloskih faktora
vezanih za staniste biljke. Takode, prema prethodnim istazivanjima znatno visi sadrzaj kvercetina
je detektovan kod subsp. perforatum u odnosu na subsp. angustifolium [167], dok se sa druge
strane kao takson sa najvisim sadrzajem kvercetina navodi H. perforatum subsp. veronense [45].
Odredeni sadrzaj kvercetina kod uzoraka H. triquetrifolium je bio nizi od koli¢ina kvantifikovanih
u prethodnim istraZivanjima Smelcerovi¢ i sar. [35] (3,51mg/g s. b.) i Hosni i sar. [31] (>2000
ug/g s. b.). U uzorcima H. hirsutum kvantifikovani sadrzaj kvercetina je u nivou rezultata
prethodnih ispitivanja [45] ili nizi (2,58mg/g s. b.) [35]. Uzorci H. montanum su pokazali nizi
sadrzaj kvercetina od rezutata istrazivanja Smelcerovié i sar. [35] (0,57mg/g s. b.) i Sagratini i sar.
[45] (1,061 1,55mg/g s. b.). Takode, znatno nizi sadrzaj kvercetina u odnosu na postojece rezultate
je detektovan kod uzoraka taksona H. androsaemum, H. montbretti i H. linarioides [35], dok su u
slu¢aju H. tetrapterum dobijene sli¢ne vrednosti [45].

Znacajan je podatak da je kod skoro 10% (9,48%) ispitanih ekstrakata sadrzaj kvercetina
iznosio >250pug/g s. b. Taksoni narodito bogati ovim sekundarnim metabolitom su H.
androsaemum i H. elegans, ali je visok sadrzaj kvercetina detektovan i u pojedinim uzorcima H.
hirsutum (h4, >350ug/g s. b.), H. perforatum subsp. latifolium i subsp. perforatum, kao i kod H.
richeri subsp. grisebachii (rg5, >300ug/g s. e). Kod vecine ispitanih taksona uo¢ene su razlike u
sadrzaju kvercetina izmedu uzoraka poreklom sa razli¢itih lokaliteta.

Rezultati kvantifikacije kvercetina u uzorcima pojedinih taksona roda Hypericum
prikupljenih u razli¢itim fazama ontogenetskog razvoja su prikazani u prilogu 5. Kod vecine
ispitanih uzoraka (H. barbatum, H. cerastioides, H. hirsutum, H. maculatum subsp. immaculatum,
H. maculatum subsp. maculatum, H. montanum, H. perforatum subsp. perforatum, H. richeri
subsp. grisebachi, H. rumeliacum subsp. rumeliacum i H. tetrapterum) sadrzaj kvercetina nije
znacajnije varirao u zavisnosti od fenofaze prikupljenog biljnog materijala (slika 18). Smanjenje
akumuliranih koli¢ina Kv tokom ontogeneze je Karakteristika uzoraka H. androsaemum, H.
barbatum f. acutifolium, H. calycinum i H. rochelii, to je saglasno sa dinamikom akumulacije Kv
u H. perforatum subsp. angustifolium [32]. Sa druge strane, uzorci H. annulatum subsp. annulatum
I H. degenii su okarakterisani porastom sadrzaja kvercetina do perioda otvaranja cvetova, nakon
Cega isti opada. Ovakav trend je saglasan sa rezultatima ispitivanja uticaja ontogeneze na sadrzaj
kvercetina kod H. triquetrifolium [31]. Takode, rezultati prethodno sprovedenih istrazivanja

svedoCe o povecanju sadrzaja rutina i kvercetina do perioda otvaranja cvetova usled njihove uloge
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da privlage oprasivace i obezbeduju zastitu od UV zracenja [185, 186]. Jedino kod uzoraka H.

elegans uocen je porast sadrzaja kvercetina nakon perioda cvetanja.
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Slika 18. Promena sadrzaja kvercetina u uzorcima razli¢itih predstavnika roda Hypericum

tokom ontogenetskog razvoja.

5.2.5. Rutin

Rezultati kvantifikacije rutina u ispitivanim uzorcima roda Hypericum su dati u prilogu 5.
Rutin je bio prisutan u veéini ispitanih uzoraka prikupljenih za vreme cvetanja (slika 19), osim kod
pojedinih uzoraka H. hirsutum (h39), H. olympicum (03), H. perforatum subsp. perforatum (pp6,

pp22, pp74), H. perforatum subsp. veronense (pv10), H. rumeliacum subsp. rumeliacum (ru6) i
komercijalno dostupnih uzoraka (k6, k31).
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Slika 19. Sadrzaj rutina u uzorcima razlicitih predstavnika roda Hypericum.

Svega 2,82% ispitanih ekstrakata je sadrzavalo manje od 50ug/g s. b. rutina, dok je od 50
do 200pg/g s. b. rutina bilo prisutno u 36,06% ispitanih ekstrakata, ¢emu su najvise doprineli
komercijalano dostupni uzorci i taksoni H. montbretii, H. rochelii, H. rumeliacum subsp.
rumeliacum i H. spruneri. Ekstrakti H. perforatum subsp. angustifolium (~700 pg/g s. b. rutina)
su se izdvojili u odnosu na tri preostale ispitane podvrste H. perforatum (~400 pg/g s. b. rutina).
Od 300 - 500pg/g s. b. rutina je kvantifikovano kod 17,28% ispitanih ekstrakata, i to pretezno kod
sakupljenih uzoraka taksona H. degenii, H. barbatum, H. barbatum f. acutifolium, H. x desetangsii,
H. hirsutum, H. linarioides, H. olympicum i H. triquetrifolium. Vise od 600ug/g s. b. rutina je
kvantifikovano u 26,76% ispitanih ekstrakata, pri ¢emu Su Se, kao naroCito bogati ovim
sekundarnim metabolitom izdvojili taksoni H. barbatum conf. H. thaesium, H. montanum, H.
richeri subsp. grisebachii, ali i pojedini ekstrakti H. calycinum (c1, >1800 pg/g s. b.), H. hirsutum
(h38, >1400 pg/g s. b.), obe ispitane podvrste H. maculatum (mil0, mm5, mm6), H. perforatum
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subsp. latifolium (pl11, pl13, pl19), H. perforatum subsp. perforatum (pp39, pp92) i H. tetrapterum
(t3, t7). UocCene su znacajne varijacije u sadrzaju rutina medu uzorcima istog taksona poreklom sa
razli¢itih geografskih lokaliteta.

Detektovani sadrzaj rutina u uzorcima H. perforatum subsp. perforatum je u saglasnosti sa
delom objavljenih rezultata [167, 178, 182, 183]. Medutim, prema Filippini i sar. [32] rutin nije
dokazan kod H. perforatum subsp. perforatum. Objasnjenje se moze potraziti u velikom variranju
sadrzaja rutina u ovom taksonu (0 — 34,71mg/g s. b.) [45, 169, 173, 179, 184, 187]. Takode,
misljenje je da je odsustvo rutina kod H. perforatum subsp. perforatum karakteristika biljaka koje
rastu na nizoj nadmorskoj visini [43, 181]. Detektovani sadrzaj rutina u H. perforatum subsp.
veronense odgovara prethodno publikovanim rezultatima [45], dok dobijeni rezultati u slu¢aju H.
perforatum subsp. angustifolium nisu saglasni sa prethodnim koji navode odsustvo rutina u tom
taksonu [32, 167]. Odredeni sadrzaj rutina u H. maculatum subsp. maculatum je visi nego u
istrazivanju Martonfi i sar. [188] koji navode njegovu prisutnost samo u tragovima. Takode, vise
rutina je kvantifikovano kod uzoraka H. montanum u odnosu na istraZivanja Smelcerovié i sar.
[35] i Sagratini i sar. [45] ¢iji rezultati svedoCe o variranju sadrzaja ovog sekundarnog metabolita
(0,06 - 0,24mg/g s. b.). Pored toga, i u sluc¢aju uzoraka H. androsaemum kvantifikovane su vecée
koli¢ine rutina u odnosu na do sada publikovane [35]. Odredeni sadrzaj rutina u ekstraktima H.
hirsutum, H. linarioides i H. triquetrifolium je u saglasnosti sa rezultatima dosada$njih istrazivanja
[35, 45], iako u sluc¢aju H. triquetrifolium Hosni i sar. [31] navode znacajno vise koliine
(>12000ug/g s. .b.). Kvantifikacija rutina u uzorcima H. tetrapterum pokazala je vise vrednosti u
odnosu na prethodne rezultate (0,05mg/g s. b.) [45], dok je kod ekstrakta H. montbretii detektovan
znadajno nizi sadrzaj od rezultata Smelcerovié i sar. [35] (>30mg/g s. b.).

Rezultati kvantifikacije rutina u uzorcima predstavnika roda Hypericum prikupljenih u
razli¢itim fazama ontogenetskog razvoja su prikazani u prilogu 5. Najvisi sadrzaj rutina u uzorcima
sakupljenim pre cvetanja je karakteristika taksona H. androsaemum, H. annulatum subsp.
annulatum, H. degenii, H. barbatum, H. barbatum f. acutifolium, H. cerastioides, H. elegans, H.
maculatum subsp. maculatum, H. rumeliacum subsp. rumeliacum i H. tetrapterum (slika 20), sto
je saglasno sa rezultatima koji opisuju dinamiku akumulacije R kod H. perforatum subsp.

veronense tokom ontogeneze [32].
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Slika 20. Promena sadrzaja rutina u uzorcima razli¢itih predstavnika roda Hypericum tokom
ontogenetskog razvoja.

Sa druge strane, kod H. calycinum, H. hirsutum, H. maculatum subsp. immaculatum, H.
perforatum subsp. perforatum i H. richeri subsp. grisebachii najvise koli¢ine rutina su detektovane
u uzorcima sakupljenim za vreme cvetanja, kao $to je dokazano i u rezultatima prethodnih
ispitivanja H. triquetrifolium [31]. Kod vecine ispitanih taksona zabelezen je pad akumulacije
rutina nakon perioda cvetanja, osim kod H. androsaemum, H. annulatum subsp. annulatum, H.
elegans i H. maculatum subsp. maculatum. Za uzorke H. montanum je karakteristi¢an konstantan

porast sadrzaja ovog sekundarnog metabolita.
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5.2.6. Apigenin

Rezultati kvantifikacije apigenina u ekstraktima taksona roda Hypericum su dati u prilogu
5. Kod 73,24% ispitanih uzoraka prikupljenih za vreme cvetanja apigenin nije detektovan, dok je
u 8,26% ispitanih ekstrakata detektovan nizak sadrzaj (2,5 - 10ug/g s. b.). U toj grupi se nalaze
uzorci H. androsaemum, H. calycinum, H. maculatum subsp. maculatum, H. olympicum, H.

perforatum subsp. latifolium i H. perforatum subsp. veronense (slika 21).
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Slika 21. Sadrzaj apigenina u uzorcima razlicitih predstavnika roda Hypericum.

Sa druge strane, prema znatno visem sadrzaju apigenina su se izdvojili samo pojedini
ekstrakti H. annulatum subsp. annulatum (an1, an3), H. degenii (del), H. barbatum f. acutifolium
(bab), H. linariodies (12), H. maculatum subsp. maculatum (mm2, mm3, mm4, mm5, mm7), H.
tetrapterum (t6) i H. umbellatum (ul). Medutim, neophodno je napomenuti da kod taksona kod

kojih postoje uzorci sa visokim sadrzajem apigenina, takode postoje i oni kod kojih apigenin nije
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detektovan. Kvantifikacija apigenina je pokazala njegovo odsustvo kod uzoraka H. triquetrifolium
za razliku od prethodno publikovanih rezultata Hosni i sar. [31] (~1500ug/g s. b.), §to ukazuje na
veliku varijabilnost i nestabilnost sinteze ovog sekundarnog metabolita, kao i sposobnost
dimerizacije u pojedinim vrstama roda Hypericum [189].

Rezultati kvantifikacije apigenina u predstavnicima roda Hypericum prikupljenih u
razli¢itim fazama ontogenetskog razvoja su prikazani u prilogu 5. Apigenin nije detektovan kod
72,22% uzoraka sakupljenih pre perioda cvetanja, 79,63% za vreme cvetanja i 88,89% posle

cvetanja (slika 22).
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Slika 22. Promena sadrzaja apigenina u uzorcima razlicitih predstavnika roda Hypericum
tokom ontogenetskog razvoja.

Mada kod vecine taksona apigenin nije detektovan tokom ontogeneze, najvisi sadrzaj Ap
u uzorcima prikupljenim za vreme cvetanja bio je karakteristika taksona H. androsaemum, H

degenii, H. maculatum subsp. maculatum i H. montanum. Rezultati prethodnih ispitivanja H.
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triquetrifolium [31] su takode pokazali najvisu akumulaciju ovog sekundarnog metabolita kod
biljaka sa otvorenim cvetovima. Sa druge strane, taksoni H. annulatum subsp. annulatum, i H.
perforatum subsp. perforatum su bili okaraktersiani najviSom akumulacijom apigenina U
vegetativnoj fazi, pre perioda cvetanja.

5.2.7. Naringenin
Rezultati kvantifikacije naringenina u prikupljenim uzorcima roda Hypericum su dati u

prilogu 5. Kod vise od polovine (50,70%) ispitanih uzoraka prikupljenih za vreme cvetanja
naringenin nije detektovan (slika 23).
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Slika 23. Sadrzaj naringenina u uzorcima razlicitih predstavnika roda Hypericum.

Nizak sadrzaj naringenina (10 - 100ug/g s. b.) je kvantifikovan kod oko 10% (10,61%)
ispitanih ekstrakata i bio je karakteristican za taksone H. annulatum subsp. annulatum, H.

calycinum, H. x desetangsii, H. linarioides, H. montbretii, H. olympicum f. tenuifolium, H.
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perforatum subsp. veronense var. microphyllum i H. spruneri. Interesantno je da naringenin nije
detektovan kod vecine komercijalno dostupnih uzoraka, ali je kod svih ispitanih podvrsta H.
perforatum bio zastupljen (>100ug/g s. b.), i to narocito kod H. perforatum subsp. angustifolium
(>300ug/g s. b.). Prema visokom sadrzaju naringenina su se izdvojili i ekstrakti uzoraka H.
barbatum conf. H. thaesium (>400ug/g s. b.) i H. triquetrifolium (>200ug/g s. b.). Kod ostalih
taksona kao S$to su H. barbatum, H. barbatum f. acutifolium, H. x desetangsii, H. hirsutum, H.
maculatum subsp. maculatum, H. maculatum subsp. immaculatum, H. montanum, H. richeri
subsp. grisebachii i H. tetrapterum su takode prisutni pojedini ekstrakti sa visokim sadrzajem
naringenina, ali i oni kod kojih naringenin nije detektovan. Odsustvo naringenina u H.
androsaemum je saglasno sa rezultatima istrazivanja Jabeur i sar. [190]. Medutim, kao i u slu¢aju
apigenina, epikatehina i pojedinih fenolnih kiselina, mali broj sprovedenih istrazivanja je bio
posvecen kvantifikaciji naringenina u pojedinim predstavnicima roda Hypericum. S obzirom na
relativno odsustvo ovog sekundarnog metabolita u predstavnicima roda Hypericum, moze se
zakljuciti da on ne predstavlja znac¢ajan hemotaksonomski marker roda.

Rezultati kvantifikacije naringenina u pojedinim uzorcima roda Hypericum prikupljenim u
razli¢itim fazama ontogenetskog razvoja su prikazani u prilogu 5. Naringenin nije detektovan kod
57,41% uzoraka sakupljenih pre perioda cvetanja, 74,07% za vreme cvetanja i 62,96% posle
cvetanja. Ukoliko se u obzir uzmu taksoni kod kojih je naringenin bio prisutan bar u jednom
stadijumu ontogeneze, dve glavne grupe taksona se izdvajaju u odnosu na dinamiku akumulacije
ovog sekundarnog metabolita. Kod uzoraka H. androsaemum, H. montanum, H. perforatum subsp.
perforatum, H. richeri subsp. grisebachii i H. rumeliacum subsp. rumeliacum najvisi sadrzaj
naringenina je odreden u periodu posle cvetanja (Slika 24). Nasuprot tome, kod uzoraka H.
annulatum subsp. annulatum, H. maculatum subsp. immaculatum, H. maculatum subsp.
maculatum i H. rochelii kvantifikovane koli¢ine naringenina najvise su u periodu pre cvetanja, a
tokom ontogeneze njihov nivo se snizava. Jedino su taksoni H. barbatum f. acutifolium i H.
tetrapterum okarakterisani maksimalnim sadrzajem NA kod uzoraka sa potpuno otvorenim

cvetovima.
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Slika 24. Promena sadrzaja naringenina u uzorcima razli¢itih predstavnika roda Hypericum

5.2.8. Epikatehin

tokom ontogenetskog razvoja.

Rezultati kvantifikacije epikatehina u vodeno-alkoholnim ekstraktima predstavnika roda

Hypericum su dati u prilogu 5. Kod 71,55% ispitanih uzoraka prikupljenih za vreme cvetanja

epikatehin nije detektovan, dok je kod pojedinih taksona postojala izraZzena varijabilnost medu

uzorcima poreklom sa razlicitih lokaliteta koja se ogledala u postojanju ekstrakata u kojima

epikatehin nije detektovan, ali 1 ekstrakata u kojima je njegov sadrzaj dostizao visoke vrednosti

(slika 25). Takav je slucaj kod uzoraka H. annulatum subsp. annulatum, H. barbatum f.

acutifolium, H. x desetangsii,
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subsp. immaculatum, H. montanum, H. montbretii, H. olympicum, H. perforatum subsp. latifolium,

H. perforatum subsp. veronense, H. rochelii i H. rumeliacum subsp. rumeliacum.
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Slika 25. Sadrzaj epikatehina u uzorcima razlicitih predstavnika roda Hypericum.

Prethodna ispitivanja su pokazala znaCajne varijacije u sadrzaju ovog sekundarnog
metabolita medu uzorcima istog taksona. Rezultati kvantifikacije epikatehina kod H. montbretii
pokazuju variranje sadrzaja od 1,54 do 4,35mg/g s. b. [33], §to je saglasno sa rezultatima ovog
istrazivanja, dok je u slucaju H. androsaemum primeéeno da porast nadmorske visine staniSta
pozitivno uti¢e na sintezu Ec (0,11 — 2,64mg/g s. b.) [191]. Takode, potvrdeno je da u zavisnosti
od biljnog organa H. olympicum upotrebljenog za ekstrakciju (list, cvet, stabljika) sadrzaj
epikatehina moze varirati u intrevalu 0,09 - 0,81lmg/g s. b. [192]. Medutim, rezultati
Kalogeropoulos i sar. [193] daju podatke o sadrZaju epikatehina u metanolnom ekstraktu H.

perforatum subsp. perforatum od ¢ak 118,9mg/g s. e.
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Rezultati kvantifikacije epikatehina u pojedinim predstavnicima roda Hypericum
prikupljenim u razli¢itim fazama ontogenetskog razvoja su prikazani u prilogu 5. Epikatehin (Ec)
nije detektovan kod 75,93% uzoraka sakupljenih pre perioda cvetanja, 72,22% za vreme cvetanja
1 68,52% posle cvetanja. Najvisi sadrzaj Ec pre perioda cvetanja i njegov pad tokom ontogeneze
je karakteristika taksona H. elegans, H. perforatum subsp. perforatum i H. tetrapterum (slika 26).
Nasuprot tome, u uzorcima H. barbatum f. acutifolium, H. montanum i H. richeri subsp.
grisebachii akumuliranje Ec raste nakon perioda cvetanja. Najvisi sadrzaj epikatehina tokom
perioda cvetanja je karakteristika uzoraka taksona H. annulatum subsp. annulatum, H. degenii i
H. maculatum subsp. maculatum.
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Slika 26. Promena sadrzaja epikatehina u uzorcima razlicitih predstavnika roda Hypericum

tokom ontogenetskog razvoja.
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5.2.9. Galna kiselina

Rezultati kvantifikacije galne kiseline u vodeno-alkoholnim ekstraktima predstavnika roda
Hypericum su dati u prilogu 5. Galna kiselina nije detektovana kod 13,80% uzoraka prikupljenih
za vreme cvetanja, dok je njen sadrzaj bio nizi od 100ug/g s. b. kod 82,44% ispitanih ekstrakata.
Taksoni u kojima nije kvantifikovan, ili je sadrzaj galne kiseline izuzetno nizak, su: H. elegans,
H. montbretii, H. olympicum f. tenuifolium, H. umbellatum, H. cerastioides i H. androsaemum
(slika 27).
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Slika 27. Sadrzaj galne kiseline u uzorcima razlicitih predstavnika roda Hypericum.

Rezultati kvantifikacije galne kiseline u ekstraktima H. androsaemum su saglasni sa
prethodnim istrazivanjima [164]. Medutim, u ovom istazivanju galna kiselina nije prisutna u
ekstraktima H. montbretii za razliku od prethodno publikovanog istraZivanja Oztiirk i sar. [163]

koji su u infuzu cvetova i listova kvantifikovali 30ug/g s. b., odnosno 100ug/g s. b. Sadrzaj galne
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kiseline u komercijalno dostupnim cajevima na bazi kantariona je sli¢an sa kvantifikovanim
koli¢inama u H. perforatum subsp. perforatum, H. perforatum subsp. veronense i H. perforatum
subsp. latifolium, dok je kod uzoraka H. perforatum subsp. angustifolium detektovan dvostruko
visi sadrzaj. Prethodna ispitivanja su pokazala da sadrzaj galne kiseline u metanolnom ekstraktu
cvetova H. perforatum subsp. perforatum iznosi ~50ug/g s. b. [163], odnosno 0,52mg/g suvog
metanolnog ekstrakta [193]. Uporedive koli¢ine galne kiseline sa svim podvrstama H. perforatum
(izuzev subsp. angustifolim) su detektovane i kod H. barbatum, H. barbatum f. acutifolium, H.
maculatum subsp. immaculatum, H. maculatum subsp. maculatum, H. montanum, H. spruneri i H.
tetrapterum. Taksoni sa detektovanim narocito visokim sadrzajem galne kiseline su H. rumeliacum
var. blepharophyllum (~300ug/g s. b.) i H. degenii (~250 pg/g s. b.), ali i ekstrakt H. annulatum
subsp. annulatum (an4 , >350ug/g s. b.). Medutim, neophodno je napomenuti izraZenu
varijabilnost u sadrzaju galne kiseline kod razli¢itih uzoraka istog taksona, naroc¢ito kod H.
annulatum subsp. annulatum, H. calycinum, H. olympicum i H. rochelii. Takode, kvantifikacija
galne kiseline u sluc¢aju H. perfoliatum je pokazala najvisi sadrzaj kada je kao solvent upotrebljena
smesa hloroforma i metanola (9:1) [194].

Rezultati kvantifikacije galne Kkiseline u ispitivanim uzorcima roda Hypericum
prikupljenim u razli¢itim fazama ontogenetskog razvoja su prikazani u prilogu 5. Kod vecine
ispitanih taksona uocen je pad sadrzaja galne kiseline tokom perioda koji prethodi cvetanju, dok
je jedino kod H. maculatum subsp. maculatum, zabeleZena njena povecana akumulacija tokom
naznac¢enog perioda (slika 28). Medutim, kod taksona H. androsaemum, H. annulatum subsp.
annulatum, H. elegans, H. richeri subsp. grisebachii, H. rochelii i H. rumeliacum subsp.
rumeliacum nakon perioda cvetanja uocen je porast sadrzaja GK, dok je u slucaju preostalih

ispitanih taksona nastavljen trend smanjenja sadrzaja.
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Slika 28. Promena sadrzaja galne kiseline u uzorcima razli¢itih predstavnika roda Hypericum

tokom ontogenetskog razvoja.

5.2.10. Hlorogenska kiselina

Hlorogenska kiselina spada u najceS¢e odredivane fenolne kiseline u vrstama roda
Hypericum [163]. Smatra se jednim od jedinjenja odgovornim za antidepresivni efekat kantariona
jer je njen metabolit, kafena kiselina, modulator a; adrenergic¢kih receptora [195]. Rezultati
kvantifikacije sadrzaja hlorogenske kiseline u vodeno-alkoholnim ekstraktima taksona roda
Hypericum su dati u prilogu 5. Kod 11,83% ispitanih uzoraka prikupljenih za vreme cvetanja
hlorogenska kiselina nije detektovana, dok je kod 2,16% detektovani sadrzaj bio nizi od 50ug/g s.
b. (slika 29). Kod 71,92% ispitanih ekstrakata se sadrzaj hlorogenske kiseline nalazio u intervalu
50 - 250 ug/g s. b., gde su se izdvojili pojedini uzorci taksona H. degenii, H. barbatum conf. H.
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thaesium, H. cerastioides, H. x desetangsii, H. elegans, H. hirsutum, H. linarioides, H. maculatum
subsp. maculatum, H. montanum, H. olympicum f. tenuifolium, sve Cetiri ispitane podvrste H.
perforatum, H. rochelii, H. rumeliacum subsp. rumeliacum, H. spruneri, H. triquetrifolium, H.

umbellatum, kao i komercijalno dostupni uzorci ¢ajeva na bazi kantariona.
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Slika 29. Sadrzaj hlorogenske kiseline u uzorcima razli¢itih predstavnika roda Hypericum.

Sadrzaj Hk iznad 500ug/g s. b. je detektovan kod 4,79% ispitanih ekstrakata i to kod H.
rumeliacum var. blepharophyllum, ali i pojedinih ekstrakata H. annulatum subsp. annulatum (an3,
>600ug/g s. b.), H. barbatum (b7, >1000ug/g s. b.), H. olympicum (01, >650ug/g s. b.), H. richeri
subsp. grisebachii (rg5, >1500ug/g s. b.) i H. tetrapterum (t5, >900ug/g s. b.). Navedeni taksoni
su ujedno bili 1 oni kod kojih su najvise bile izraZene medusobne varijacije u pogledu sadrzaja Hk.

Detektovani sadrzaj hlorogenske kiseline kod ekstrakata H. perforatum subsp. perforatum
je bio saglasan sa delom prethodno sprovedenih istrazivanja [196-198], odnosno nesto nizi [45,

178, 193]. Objasnjenje se moze naci u podacima koji svedoce o velikom variranju koli¢ine Hk kod
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ovog taksona (0 - 2,19mg/g s. b.) [173, 187, 198]. U sluc¢aju uzoraka H. perforatum subsp.
angustifolium kvantifikovani sadrzaj hlorogenske kiseline je u saglasnosti sa rezultatima
istrazivanja Males i sar. [167]. Medutim, rezultati istih autora navode da je kod H. perforatum
subsp. perforatum prisutno dvostruko vise Hk, dok je, prema istrazivanju Filippini i sar. [32] H.
perforatum subsp. angustifolium bogatiji ovim sekundarnim metabolitom. Znac¢ajno nize koli¢ine
hlorogenske kiseline su kvantifikovane kod H. perforatum subsp. veronense, H. montanum, H.
hirsutum, H. tetrapterum, H. triquetrifolium i H. androsaemum nego u prethodnim istrazivanjima
[31, 45, 191], pri ¢emu se takode mogu uociti i razlike u sadrzaju izmedu uzoraka istog taksona.
U slucaju ekstrakta H. triquetrifolium, odredeni sadrzaj Hk je znac¢ajno nizi od rezultata dobijenih
za metanolni ekstrakt (36mg/g s. b.) [163], $to se delimi¢no moze objasniti razli¢ito$¢u u polarnosti
rastvarata primenjenih za ekstrakciju, ali ne sme se zanemariti ni dokazani uticaj niskih
temperatura na povecanje sinteze hlorogenske kiseline [199].

Rezultati kvantifikacije hlorogenske kiseline u ispitivanim uzorcima roda Hypericum
prikupljenim u razli¢itim fazama ontogenetskog razvoja su prikazani u prilogu 5. Fenofaza
prikupljenog biljnog materijala nije zna¢ajnije uticala na sadrzaj Hk kod uzoraka H. barbatum, H.
cerastioides, H. hirsutum, H. maculatum subsp. immaculatum i H. maculatum subsp. maculatum
(slika 30). Najvisi sadrzaj Hk pre perioda cvetanja, koji je postepeno tokom ontogeneze opadao,
karakteristi¢an je za uzorke H. elegans, H. rumeliacum subsp. rumeliacum, H. richeri subsp.
grisebachii, H. tetraperum i H. montanum, a prema rezultatima prethodno sprovedenih
istrazivanja, i za H. triquetrifolium [31] i H. perforatum subsp. angustiflium [32]. Kod uzoraka H.
androsaemum, H. barbatum f. acutifolium i H. perforatum subsp. perforatum zabelezen je porast
akumulacije Hk do perioda cvetanja, a potom opadanje sadrzaja, za razliku od uzoraka H.
calycinum i H. rochelii kod kojih je otvaranje cvetova donelo snizavanje sadrzaja Hk i dalji rast
tokom ontogeneze, slicno kao kod H. perforatum subsp. veronense [32]. Prethodna istrazivanja
potvrduju maksimalnu akumulaciju Hk u uzorcima H. perforatum subsp. perforatum prikupljenim
za vreme cvetanja. U uzorcima H. annulatum subsp. annulatum i H. degenii najvisi sadrzaj Hk je

detektovan posle cvetanja.
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Slika 30. Promena sadrzaja hlorogenske kiseline u uzorcima razli¢itih predstavnika roda

Hypericum tokom ontogenetskog razvoja.

5.2.11. Kafena kiselina

Prema delu istrazivaca, jedina fenolna kiselina pored hlorogenske kiseline, koja je prisutna
u vrstama roda Hypericum, je kafena kiselina [200]. Rezultati kvantifikacije kafene kiseline u
vodeno-alkoholnim ekstraktima predstavnika roda Hypericum su dati u prilogu 5. Kod 3,94%
ispitanih uzoraka prikupljenih za vreme cvetanja nije detektovana Kk, dok je kod 32,96% odredeni
sadrzaj Kk bio nizi od 50pg/g s. b. U tom koncentracionom opsegu su se izdvojili taksoni H.
barbatum f. acutifolium, H. barbatum conf. H. thaesium i H. olympicum (slika 31). Sadrzaj Kk
kod ekstrakata sakupljenih uzoraka vrste H. olympicum je u saglasnosti sa prethodno detektovanim

koli¢inama u listu (0,01mg/g s. b.) i cvetu (0,03mg/g s. b.) ovog taksona [192]. U slucaju 58,50%
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svih ispitanih ekstrakata sadrzaj Kk se kretao u intervalu 50 - 150ug/g s. b. Pritom, uocljiva je
sli¢nost sadrzaja Kk kod komercijalno dosupnih ¢ajeva na bazi kantariona i svih ispitanih podvrsta
H. perforatum, izuzev subsp. veronense, gde je detektovan nesto nizi sadrzaj (70,89 - 115,53 pg/g
s. b.).
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Slika 31. Sadrzaj kafene kiseline u uzorcima razlicitih predstavnika roda Hypericum.

Koli¢ine kafene kiseline kod uzoraka H. perforatum subsp. perforatum odgovaraju
rezultatima istrazivanja Kalogeropoulos i sar. [193], odnosno su nesto vise od vrednosti dobijenih
u istrazivanjima Males i sar. [167], gde je takode detektovana visa akumulacija ovog sekundarnog
metabolita kod H. perforatum subsp. angustifolium u odnosu na H. perforatum subsp. perforatum.
Odredeni sadrzaj Kk kod ekstrakta H. androsaemum je sli¢an vrednostima objavljenim u radu
Cirak i sar. [191] koji su ukazali na povecanje sinteze ove fenolne komponente sa porastom
nadmorske visine stanista uzorkovanog biljnog materijala (0,06 - 0,35mg/g s. b.). Najvisi sadrzaj

kafene kiseline je kvantifikovan kod uzoraka H. rumeliacum var. blepharophyllum (>150ug/g s.
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b.), kao i kod pojedinih ispitivanih uzoraka H. montbretii (mb1, >190ug/g s. b.), H. perforatum
subsp. latifolium (pl6, >230ug/g s. b.), H. perforatum subsp. perforatum (ppl, >240ug/g s. b.) i H.
rumeliacum subsp. rumeliacum (rul7, >200ug/g s. b.). Medutim, uocljiva je i velika varijabilnost
u sadrzaju kafene kiseline medu razli¢itim uzorcima istog taksona, i to narocito kod H. montbretii,
obe ispitane podvrste H. maculatum, H. perforatum subsp. latifolium i H. rumeliacum subsp.
rumeliacum.

Rezultati kvantifikacije kafene kiseline u ispitivanim uzorcima predstavnika roda

Hypericum prikupljenim u razli¢itim fazama ontogenetskog razvoja su prikazani u prilogu 5 i na
slici 32.
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Slika 32. Promena sadrzaja kafene kiseline u uzorcima razli¢itih predstavnika roda Hypericum
tokom ontogenetskog razvoja.

Kod najveéeg broja ispitanih taksona najvisi sadrzaj Kk je detektovan u periodu pre

cvetanja, s tim da se kod H. degenii, H. barbatum, H. cerastioides, H. hirsutum i H tetrapterum
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kontinuirano smanjivao tokom ontogeneze, dok je u slu¢aju H. annulatum subsp. annulatum, H.
barbatum f. acutifolium, H. calycinum, H. montanum i H. rochelii, nakon perioda cvetanja uo¢eno
povecanje sinteze ovog jedinjenja. Najvisi sadrzaj Kk u uzorcima prikupljenim za vreme cvetanja
je karakteristika taksona H. androsaemum, H. elegans, H. maculatum subsp. immaculatum, H.
maculatum subsp. maculatum i H. richeri subsp. grisebachii. Jedino je kod taksona H. perforatum
subsp. perforatum i H. rumeliacum subsp. rumeliacum jasno uocljivo da je sadrzaj kafene kiseline

najvisi u uzorcima sakupljenim posle perioda cvetanja.

5.2.12. Ferulna kiselina

Rezultati kvantifikacije ferulne kiseline u ispitivanim ekstraktima predstavnika roda
Hypericum su dati u prilogu 5. U 78,31% ispitanih uzoraka prikupljenih za vreme cvetanja nije
detektovano prisustvo ferulne kiseline, dok su znacajnije koli¢ine (do ~1000ug/g s. b.) bile prisutne
kod pojedinih uzoraka H. degenii, H. montbretii, H. olympicum, H. perforatum subsp. veronense
var. microphyllum, H. rochelii, H. rumeliacum subsp. rumeliacum, H. rumeliacum var.
blepharophyllum, H. umbellatum i komercijalno dostupnih ¢ajeva na bazi kantariona (slika 33).
Nizak sadrzaj ferulne kiseline moze biti posledica upotrebe polarnog rastvaraca (etanol, 70% m/m)
za ekstrakciju s obzirom na rezultate istrazivanja Del Monte i sar. [194] koji su utvrdili prisustvo
Fk jedino u hloroformskom ekstraktu H. perfoliatum, dok u slucaju upotrebe metanola i smese
hloroform:metanol (9:1) za ekstrakciju, Fk nije detektovana. Odsustvo ferulne kiseline iz ve¢ine
ekstrakata H. perforatum subsp. perforatum je saglasno sa rezultatima Zugi¢ i sar. [196], za razliku
od rezultata istrazivanja Oztiirk i sar. [163] koji navode sadrzaj od 0,1% u suvom metanolnom
ekstraktu listova, rezultata Hosni i sar. [197] koji navode sadrzaj od 0,7mg/g s. b., odnosno onih
objavljenih u radu Kalogeropoulos i sar. [193] koji su u metanolnom ekstraktu detektovali
0,62mg/g s. e. Kvantifikovani sadrzaj Fk u ekstraktima H. montbretii je u saglasnosti sa koli¢inama
dobijenim za metanolni ekstrakt listova (0,6% s. e.) [163], ali u navedenom istrazivanju nije
detektovano prisustvo ferulne kiseline u cvetovima. Neophodno je napomenuti da je kod dela
ispitanih uzoraka kvantifikovani sadrzaj ferulne kiseline bio iznad 500ug/g s. b. (h26, h32, k25,
mbl, pl1l, pp29, pp34,pp39, pp66, pp94, pp107, ro5, rol0, rul2, ru26, t2) pri cemu su varijacije
u koli¢inama najizraZenije kod uzoraka taksona H. montbretii, H. olympicum, H. rochelii, H.
rumeliacum subsp. rumeliacum, kao i kod uzoraka komercijalno dostupnih monokomponentnih

Cajeva na bazi kantariona.
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Slika 33. Sadrzaj ferulne kiseline u uzorcima razli¢itih predstavnika roda Hypericum.

Rezultati kvantifikacije ferulne Kkiseline u ispitivanim uzorcima predstavnika roda

Hypericum prikupljenim u razli¢itim fazama ontogenetskog razvoja su prikazani u prilogu 5. Fk

nije detektovana kod 72,22% uzoraka sakupljenih pre perioda cvetanja, 70,37% za vreme cvetanja

i 64,81% posle cvetanja. Medutim, uzorci H. androsaemum, H. barbatum, H. montanum, H.

perforatum subsp. perforatum i H. rochelii su pokazali najvisi sadrzaj Fk posle perioda cvetanja,

koji je u sluéaju poslednja dva navedena taksona kontinuirano rastao tokom ontogeneze (slika 34).

Najvise koli¢ine ferulne kiseline tokom perioda cvetanja bile su karakteristika taksona H. degenii,

H. maculatum subsp. maculatum i H. rumeliacum subsp. rumeliacum, dok u slu¢aju uzoraka H.

richeri subsp. grisebachii i H. tetrapterum najvisi sadrzaj Fk odreden je u periodu pre cvetanja, ali

je tokom ontogenetskog razvoja opadao.
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Slika 34. Promena sadrzaja ferulne kiseline u uzorcima razli¢itih predstavnika roda Hypericum

tokom ontogenetskog razvoja

5.2.13. p-hidroksibenzojeva kiselina

Rezultati kvantifikacije p-hidroksibenzojeve kiseline u vodeno-alkoholnim ekstraktima
ispitivanih predstavnika roda Hypericum su dati u prilogu 5. Kod 4,22% ispitanih uzoraka
prikupljenih za vreme cvetanja nije detektovano prisustvo Phb (uzorci: b17, d2, h14, k16, mill,
03, pl17, pl22, pp79, pp92, pv19, ro7), dok se kod 68,26% odredeni sadrzaj kretao u intervalu 50
- 200pg/g s. b. Prema visokom sadrzaju Phb se posebno izdvojio uzorak H. rumeliacum var.
blepharophyllum (>2500ug/g s. b.), ali i ekstrakti H. degenii, H. rumeliacum subsp. rumeliacum,
H. spruneri, H. calycinum i H. annulatum subsp. annulatum (slika 35). Kvantifikovani sadrzaj p-

hidroksibenzojeve kiseline kod ekstrakata H. perforatum subsp. perforatum je bio u saglasnosti sa

74



Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

rezultatima istrazivanja Kalogeropoulos i sar. [193] gde je sadrzaj ovog sekundarnog metabolita
iznosio 0,42mg/g suvog metanolnog ekstrakta. Medutim, u listovima i cvetovima etilacetatnog i
metanolnog ekstrakta H. perforatum subsp. perforatum kvantifikovan je nesto visi sadrzaj Phb
(~0.5% s. e.) [163]. Rezultati istih autora su pokazali odsutnost Phb u ekstraktu lista H. montbretii
bez obzira na rastvara¢ upotrebljen za ekstrakciju (metanol, voda, etilacetat), dok je odredeni
sadrzaj u etilacetatnom ekstraktu cvetova (0,24% s. e.) bio sli¢an sa rezultatima dobijenim u ovom
istrazivanju. Kvantifikacija Phb je pokazala nesto visi sadrzaj u ekstraktima H. perforatum subsp.
angustifolium u odnosu na ostale ispitane podvrste H. perforatum. Medutim, kod taksona
okarakterisanih visokim sadrzajem p-hidroksibenzojeve kiseline uo¢ena su velika variranja
sadrzaja izmedu pojedinih uzoraka (an, 185,04 — 1113,61ug/gs. b.; ¢, 137,34 - 1261,72ug/g s. b.;
0, Nn.d.-803,49ug/gs. b.; ru, 72,21 - 1492,20ug/g s. b.).
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Slika 35. Sadrzaj p-hidroksibenzojeve kiseline u uzorcima razli¢itih predstavnika roda

Hypericum.
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Rezultati kvantifikacije p-hidroksibenzojeve kiseline u uzorcima predstavnika roda
Hypericum prikupljenim u razli¢itim fazama ontogenetskog razvoja su prikazani u prilogu 5. Kod
vecine ispitanih taksona sadrzaj Phb je bio najvisi u uzorcima prikupljenim pre cvetanja, s tim da
je kod H. barbatum, H. barbatum f. acutifolium, H. cerastioides, H. elegans, H. maculatum subsp.
maculatum, H. montanum, H. perforatum subsp. perforatum, H. rochelii, H. rumeliacum subsp.

rumeliacum i H. tetrapterum kontinuirano opadao tokom ontogeneze (slika 36).
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Slika 36. Promena sadrzaja p-hidroksibenzojeve kiseline u uzorcima razli¢itih predstavnika
roda Hypericum tokom ontogenetskog razvoja.

Medutim, kod taksona H. annulatum subsp. annulatum, nakon perioda cvetanja, uocen je
porast sadrzaja Phb tokom faze plodonoSenja. Najvisi sadrzaj Phb u uzorcima prikupljenim tokom
perioda cvetanja bio je odlika taksona H. degenii, H. hirsutum i H. maculatum subsp.
immaculatum. Jedino u slucaju H. androsaemum uocen je porast sadrzaja Phb tokom svih faza

ontogeneze, koji je dostigao maksimum u uzorcima sakupljenim posle cvetanja. Jo§ jedna
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specifi¢nost uo¢ena u ovom istrazivanju je da fenofaza u kojoj je biljni materijal sakupljen nije

bitnije uticala na sadrzaj Phb kod uzoraka H. richeri subsp. grisebachii (~100ug/g s. b).

5.2.14. Hemotaksonomski znacaj rezultata dobijenih hemijskom karakterizacijom

Rezultati hemijske karakterizacije uzoraka taksona roda Hypericum su ukazali na znacaj
hipericina i hiperforina kao hemotaksonomskih markera roda. lako je sinteza navedenih
sekundarnih metabolita uslovljena abiotickim ekoloSkim faktorima koji su prisutni na stanistu
biljke, na osnovu njihovog sadrzaja u odredenoj meri je moguce izvrsiti segregaciju pojedinih
taksona. Takode, u skladu sa prethodnim istraZzivanjima, potvrdeno je da je prisustvo navedenih
jedinjenja odlika filogenetski mladih sekcija roda [14]. Amentoflavon takode spada u jedinjenja
znacajna za rod Hypericum i pored ¢injenice da u izvesnom broju ispitanih taksona nije detektovan
u vecoj koli¢ini. Posebnu celinu predstavljaju kvercetin i rutin, koji su prema literaturnim
podacima karakteristika taksona vecéine sekcija [14], ali rezultati sprovedenog istrazivanja ukazuju
na znaajnu uslovljenost sinteze ovih sekundarnih metabolita ekoloSkim faktorima. Sa druge
strane, apigenin, naringenin, epikatehin i ferulna kiselina su proizvodi sekundarnog metabolizma
koji u slucaju ispitanih taksona roda Hypericum nisu detektovani u velikom broju uzoraka, te

najverovatnije nemaju hemotaksonomski znacaj.

5.2.15. Statisticka obrada podataka dobijenih hemijskom karakterizacijom predstavnika roda

Hypericum

Statisticka analiza podataka je obuhvatila rezultate hemijske karakterizacije uzoraka
taksona roda Hypericum prikupljenih za vreme cvetanja.

Za potrebe primene analize glavnih komponenti (PCA) na rezultate hemijske
karakterizacije predstavnika roda Hypericum dobijene vrednosti ispitivanih varijabli koriStene su
za izraCunavanje karakteristi¢nih vektora. Time su dobijene glavne ose, te se uocava umereni do
niski stepen varijabilnosti u koncentracijama odgovaraju¢ih sekundarnih metabolita, §to ukazuje
na nisku ukupnu varijabilnost uzorka, posmatrano na nivou svih uzoraka i svih taksona, te prve

dve glavne komponente opisuju oko 33% varijabilnosti uzoraka (Tabela 5).
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Tabela 5. Vrednosti karakteristi¢nih vektora i procenat kumulativne varijabilnosti za prve dve

glavne ose PCA; hemijska karakterizacija roda Hypericum.

PCAo0sa Vrednosti karakteristiénih vektora ~ Kumulativna varijabilnost (%)
1 2,760572 21,2352
2 1,586403 33,4383

Najveci doprinos veli¢ini varijabilnosti po prvog glavnoj komponenti (PCA1) potice od

varijabli koje opisuju sadrzaj hiperforina (Hpf), rutina (R), amentoflavona (Af) i hipericina (Hpc)
u uzorcima, jedinjenja koja predstavljaju glavne aktivne principe roda. Najveci doprinos obliku
varijabilnosti po osnovu druge glavne komponente poti¢e od varijabli koje opisuju sadrzaj
apigenina (Ap) i ferulne kiseline (FK) (slika 37A). Polozaj ispitanih uzoraka u prostoru
definisanom sa prve dve glavne ose (slika 37B) pokazuje medusobno sli¢an obrazac varijabilnosti
sadrzaja sekundarnih metabolita u ispitanim uzorcima predstavnika roda Hypericum odnosno, u
odnosu na obe vektorske ose, ukazuje na veliku varijabilnost sadrzaja aktivnih principa u svim
ispitanim taksonima §to je posledica izrazenog uticaja abiotickih ekoloskih faktora na biosintezu

sekundarnih metabolita.

—swo
&

05 Phb'S Af

g90

2

0.0

PCA2

-

L ]
svaggss

PCA2:1220%
m

3~gagge

-05

10 05 0.0 05 10 o = 0 2 4 5 8 10 12 1ae
PCA1:2124% PCA1 =

A B
Slika 37. A) Opterec¢enja PCA1 i PCA2 i B) polozaj ispitanih uzoraka predstavnika roda

Hypericum u prostoru definisanom sa prve dve glavne ose.

Primenom korespondentne analize (CA) na rezultate hemijske karakterizacije predstavnika
roda Hypericum uocavaju se jedinjenja ¢ije prisustvo (,,1°) ili odsustvo (,,0°) karakterise odredene
taksone. Neophodno je napomenuti da je varijabla koja opisuje sadrzaj hipericina u ispitanim
ekstraktima uniformna, te nije uzeta u obzir prilikom sprovodenja analize. Prve dve korespodentne

0se opisuju nesto vise od 9% varijabilnosti rezultata. U pozitivnom delu prve korespodentne ose
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(slika 38) uocava se bliza asociranost taksona H. rumeliacum, H. rochelii, H. olympicum, H
cerastioides i H. montbretii i prisustva ferulne kiselina, odnosno odsustva hlorogenske (HKk), galne
(Gk) 1 kafene kiseline (Kk), kao i kvercetina (Kv). Grupisanje navedenih taksona, pripadnika
sekcija Drosicarpium, Campylopus i Olympia je saglasno sa rezultatima infrageneri¢ke
klasifikacije roda Hypericum [14]. Sa druge strane, u negativhom delu prve korespodentne ose su
grupisani taksoni H. maculatum subsp. maculatum, H. maculatum subsp. immaculatum i H.
annulatum subsp. annulatum kao posledica detektovanog prisustva apigenina (Ap) i odsustva
amentoflavona (Af), Sto nije saglasno sa rezultatima prethodnih istrazivanja koja navode Af kao
jedan od hemotaksonomskih karaktera sekcija Hypericum i Adenosepalum [14]. U pozitivom delu
CAZ2 su pozicionirani taksoni H. richeri subsp. grisebachii (rg), H. barbatum (b), H. barbatum
conf. H. thaesium (bt), H. triquetrifolium (tq) i H. montanum (m) koji su okarakterisani prisustvom
NA.
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Slika 38. Asociranost ispitanih taksona roda Hypericum i prisustva/odsustva sekundarnih
metabolita u prostoru definisanom sa prve dve korespodentne ose.

Analiza varijabilnosti sadrzaja sekundarnih metabolita u uzorcima taksona koji
filogenetski pripadaju odgovaraju¢im sekcijama roda Hypericum prikazana je rezultatima Analize

glavnih komponenti sa sekcijama kao odabranom grupnom varijablom. Izracunavanjem
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karakteristi¢nih vektora dobijene su glavne ose, te je pokazano da prve dve glavne komponente
opisuju oko 33% varijabilnosti uzorka (Tabela 6).
Tabela 6. Vrednosti karakteristi¢nih vektora i procenat kumulativne varijabilnosti za prve dve

glavne ose PCA; hemijska karakterizacija roda Hypericum - sekcije.

PCAosa Vrednosti karakteristi¢nih vektora ~ Kumulativna varijabilnost (%)

1 2,760572 21,2352
2 1,586403 33,4383

Najve¢i doprinos veli¢ini varijabilnosti uzoraka po osnovi prve vektorske ose PCA

pokazuju varijable koje definisu sadrzaj hiperforina, amentoflavona, hipericina i rutina u ispitanim
uzorcima, dok su u slucaju oblika varijabilnosti po osnovi druge vektorske ose to varijable koje
opisuju sadrzaj apigenina, ferulne i p-hidroksibenzojeve kiseline (slika 39A). Posmatrajuéi polozaj
ispitanih uzoraka, pripadnika sekcija roda Hypericum u prostoru definisanom sa prve dve glavne
ose (slika 39B), uocava se zajedniCki obrazac varijabilnosti sadrzaja sekundarnih metabolita u
uzorcima svih ispitanih taksona, pri ¢emu se najveca varijabilnost sadrzaja sekundarnih metabolita
uocava kod uzoraka sekcija Hypericum i Drosicarpium, koje su i predstavljene sa najve¢im brojem

prikupljenih uzoraka.
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Slika 39. A) Optere¢enja PCA1 i PCA2 i B) polozaj ispitanih sekcija roda Hypericum u

prostoru definisanom sa prve dve glavne ose.

Unutarsekcijski model varijabilnosti sadrZaja sekundarnih metabolita je dalje analiziran
samo kod sekcija sa viSe od dva predstavnika hemijski okarakterisana u istraZivanju, odnosno kod

sekcija Adenosepalum, Drosicarpium i Hypericum.
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1. Adenosepalum
Primenom PCA na rezultate dobijene hemijskom Kkarakterizacijom uzoraka taksona
pripadnika sekcije Adenosepalum, na osnovu ispitanih varijabli dobijeni su karakteristi¢ni vektori
i glavne komponente. Pokazano je da prve dve glavne komponente opisuju vise od 58%
varijabilnosti sadrzaja sekundarnih metabolita u ispitanim uzorcima (Tabela 7).
Tabela 7. Vrednosti karakteristi¢nih vektora i procenat kumulativne varijabilnosti za prve dve

glavne ose PCA; hemijska karakterizacija - sekcija Adenosepalum.

PCAosa Vrednosti karakteristi¢nih vektora ~ Kumulativna varijabilnost (%)

1 4,820114 37,0778
2 2,762896 58,3308

Pritom, najveéi doprinos veli¢ini varijabilnosti po osnovi prve vektorske ose ostvaruju

varijable koje opisuju sarzaj naringenina (NA), hipericina (Hpc), rutina (R) i amentoflavona (Af)
u ispitanim uzorcima, odnosno u slué¢aju oblika varijabilnosti druge glavne komponente su to
varijable koje opisuju sadrzaj hlorogenske (HK), galne (Gk) i ferulne (Fk) kiseline (slika 40A).
Polozaj ispitanih uzoraka u prostoru definisanom sa prve dve glavne ose (slika 40B) pokazuje
veliku varijabilnost sadrzaja navedenih sekundarnih metabolita, kako medu razli¢itim taksonima,
tako i u uzorcima istog taksona. U negativnom delu PCA1 zajedno se grupiSu uzorci H. annulatum
subsp. annulatum i H. degenii kao posledica niZzeg sadrzaja hipericina, rutina i amentoflavona. Sa
druge strane, visi sadrzaj ovih biomolekula je uzrok grupisanja uzoraka H. montanum u pozitivnom
delu PCAL.
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Slika 40. A) Opterecenja PCA1 i PCA2 i B) polozaj ispitanih uzoraka pripadnika sekcije

Adenosepalum u prostoru definisanom sa prve dve glavne ose.
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2. Drosicarpium
Analiza glavnih komponenti primenjena na rezultate hemijske karakterizacije uzoraka
taksona sekcije Drosicarpium je pokazala da prve dve glavne ose opisuju vise od 50% veliine
varijabilnosti uzoraka u pogledu sadrzaja sekundarnih metabolita (tabela 8).
Tabela 8. Vrednosti karakteristi¢nih vektora i procenat kumulativne varijabilnosti za prve dve

glavne ose PCA; hemijska karakterizacija - sekcija Drosicarpium.

PCAosa Vrednosti karakteristi¢nih vektora ~ Kumulativna varijabilnost (%)
1 4,905462 37,7343
2 1,630282 50,2749

Najvec¢i doprinos veli¢ini varijabilnosti po osnovi prve glavne komponente pokazuju

varijable koje opisuju sadrzaj rutina (R), hiperforina (Hpf), naringenina (NA) i hlorogenske
kiseline (HK) u ispitanim uzorcima, dok su u slucaju druge glavne komponente to varijable koje
opisuju sadrzaj ferulne (Fk) i kafene (Kk) kiseline (slika 41A). Polozaj ispitanih uzoraka taksona
sekcije Drosicarpium, u prostoru definisanom sa prve dve glavne ose (slika 41B) pokazuje

zajednicki oblik varijabilnosti sadrzaja ispitanih sekundarnih metabolita u uzorcima.
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Slika 41. A) Opterecenja PCA1 i PCA2 i B) polozaj ispitanih uzoraka pripadnika sekcije

Drosicarpium u prostoru definisanom sa prve dve glavne ose.

Pritom, uzorci taksona H. rumeliacum subsp. rumeliacum (ru), H. rochelii (ro), H. spruneri
(s) i H. montbretti (mb) su pozicionirani u pozitivnom delu prve vektorske ose kao posledica nizeg
sadrzaja hiperforina, rutina i naringenina, dok se uzorci H. richeri subsp. grisebachii (rg) nalaze u
negativnom delu prve vektorske ose s obzirom na kvantifikovane vece koli¢ine navedenih

sekundarnih metabolita. U odnosu na drugu vektorsku osu, uzorci taksona H. barbatum (b) su
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pozicionirani u negativhom delu kao posledica kvantifikovanih manjih koli¢ina ferulne i
hlorogenske Kiseline.
3. Hypericum
Analiza glavnih komponenti primenjena na rezultate hemijske karakterizacije uzoraka
taksona sekcije Hypericum je pokazala da prve dve glavne komponente opisuju oko 29%
varijabilnosti sadrzaja sekundarnih metabolita u uzorcima (tabela 9).
Tabela 9. Vrednosti karakteristi¢nih vektora i procenat kumulativne varijabilnosti za prve dve

glavne ose PCA,; hemijska karakterizacija - sekcija Hypericum.

PCAosa Vrednosti karakteristi¢nih vektora ~ Kumulativna varijabilnost (%)
1 2,119541 16,3042
2 1,688347 29,2914

Velicini varijabilnosti uzoraka po osnovi prve glavne komponente najvise doprinose

varijable koje opisuju sadrzaj amentoflavona (Af), rutina (R) i kafene kiseline (Kk) u ispitanim
ekstraktima (slika 42A), dok su u slu¢aju druge vektorske ose to varijable koje opisuju sadrzaj
hiperforina (Hpf), hipericina (Hpc) i galne kiseline (Gk). Polozaj uzoraka ispitanih taksona sekcije
Hypericum u prostoru definisanom sa prve dve glavne ose (slika 42B) svedo¢i o zajedni¢kom

obliku i veli¢ini varijabilnosti sadrzaja sekundarnih metabolita u uzorcima taksona sekcije
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Slika 42. A) Optere¢enja PCA1 i PCA2 i B) polozaj ispitanih uzoraka sekcije Hypericum u

prostoru definisanom sa prve dve glavne ose.
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Diskriminacije uzoraka predstavnika roda Hypericum, zasnovane na varijabilnosti sadrzaja
sekundarnih metabolita su ispitane primenom kanonijske diskriminantne analize (DA), pri ¢emu
je kao grupna varijabla odabrana pripadnost filogenetskoj sekciji roda. Neophodno je napomenuti
da sekcije Adenosepalum (AD) i Campylopus (CP) nisu uklju¢ene u multivarijantnu statisticku
analizu jer je iz istih samo po jedan takson hemijski okarakterisan u istrazivanju. Rezultati su
pokazali da prve dve diskriminantne funkcije opisuju vise od 80% razlika u varijabilnosti ispitanih
uzoraka. Pritom, diskriminacijama po osnovi prve kanonijske diskriminantne o0se najvise
doprinose varijable koje opisuju sadrzaj kvercetina (Kv), hlorogenske kiseline (HK) i hiperforina
(Hpf), dok su u slu¢aju DAZ2 to varijable koje opisuju sadrzaj Hpf i amentoflavona (Af) (tabela 10,
prilog 7.1.).

Tabelal0. Koeficijenti opterecenja kvantitativnih varijabli u odnosu na prve dve kanonijske

diskriminantne ose; hemijska karakterizacija roda Hypericum.

Varijabla DAl DA2
Hpc 0,048586  0,33494
Hpf 0,426174  -1,22131
Af -0,015019  0,66220
Ap -0,239544  0,20403
NA -0,032285 -0,28143
R -0,473838  0,28218
Kv -0,783766  0,04080
Ec 0,008818  0,01866
Fk 0,169503  0,25658
Gk 0,114828  0,12469
Hk 0,521108  0,12966
Kk 0,069284  -0,40076
Phb 0,269340  0,31405
Vrednosti karakteristi¢nih vektora  0,848039 0,33188
Kumulativni odnos 0,595225  0,82817

Polozaj uzoraka taksona analiziranih sekcija, odnosno njihovih centroida u prostoru
definisanom sa prve dve kanonijske diskriminantne ose (slika 43) pokazuje grupisanje pripadnika
razli¢itih sekcija u odnosu na sadrzaj prethodno navedenih sekundarnih metabolita. Medutim,
usled velike varijabilnosti rezultata dobijenih prevashodno za pripadnike sekcija Hypercium (HY)
i Drosicarpium (DR), ne moze se izvrsiti jasno izdvajanje uzoraka pojedinih sekcija. lzdvajanje
uzoraka sekcije Taeniocarpium (TA) u negativnom delu DAL zahvaljuju¢i visokom sadrzaju
kvercetina, kao i pripadnika sekcije Olympia (OL) i Drosicarpium u pozitivnom delu DAL
zahvaljuju¢i niskom sadrzaju kvercetina i viSem sadrzaju hlorogenske kiseline je saglasno sa

dosadasnjim saznanjima infragenericke klasifikacije roda Hypericum [14]. Uzorci is sekcije
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Adenosepalum (AS) su pozicionirani u pozitivnom delu druge kanonijske diskriminantne ose kao
posedica nizeg sadrzaja hiperforina u uzorcima ispitanih taksona. Dijametralno suprotan polozaj
centroida sekcija Hypericum i Adenospealum u prostoru DA2 je saglasan sa dostupnim podacima
o filogenetskoj klasifikaciji roda [14]
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Slika 43. Polozaj A) uzoraka ispitanih sekcija roda Hypericum i njihovih B) centroida u
prostoru definisanom sa prve dve kanonijske diskriminantne ose.

Dodatno, primenom klaster analize, uocava se jasno odvajanje filogenetski starije sekcije
Ascyreia (AC) [14, 38] od preostalih taksonomskih sekcija roda Hypericum podvrgnutih analizi,
odnosno sli¢nost sekcija Drosicarpium (DR) i Olympia (OL) (slika 44).
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Slika 44. Fenogram taksonomskih sekcija roda Hypericum; hemijska karakterizacija.
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Kanonijska diskriminantna analiza je primenjena za ispitivanje unutarsekcijskog modela
diskriminacija uzoraka razli¢itih taksona kao posledice sadrzaja sekundarnih metabolita. Pritom
su analizirane samo sekcije Drosicarpium i Hypericum jer je iz ostalih sekcija hemijski
okarakterisan samo po jedan takson
1. Drosicarpium

Primenom DA na rezultate hemijske karakterizacije uzoraka taksona, pripadnika sekcije
Drosicarpium pokazano je da prve dve diskriminantne funkcije opisuju >78% diskriminacija medu
uzorcima. Neophodno je napomenuti da taksoni H. barbatum f. acutifolium (ba), H. barbatum
conf. H. thaeisum (bt) i H. rumeliacum var. blepharophyllum (rub) nisu obuhvaceni analizom jer
je hemijski okarakterisan po jedan uzorak ovih taksona. Diskriminaciji uzoraka po osnovu DA1
najvise doprinose varijable koje opisuju sadrzaj hiperforina, galne kiseline, naringenina i ferulne
kiseline u ispitanim uzorcima, dok su u slucaju DA2 to varijable koje opisuju sadrzaj
amentoflavona, hipericina i hiperforina (tabela 11, prilog 7.2.).

Tabela 11. Koeficijenti optereéenja kvantitativnih varijabli u odnosu na prve dve kanonijske

diskriminantne ose; hemijska karakterizacija - sekcija Drosicarpium.

Varijable DAl DA2
Hpc 0,30419  1,53882
Hpf -1,13201  1,52334
Af -0,00288 -1,86234
Ap -0,29265 -0,62070
NA 0,83073  -0,06728
R -0,30864  0,04534
Kv -0,77975 -0,30617
Ec 0,13718  -0,16836
Fk 0,74492  -0,77007
Gk 0,87097  -0,60481
Hk -0,31294  -0,71090
Kk 0,05997  -0,03525
Phb -0,09394  -0,23795
Vrednosti karakteristi¢nih vektora  2,65506 1,49916
Kumulativni odnos 0,50476  0,78976

Polozaj ispitanih uzoraka i njihovih centroida u prostoru definisanom sa prve dve
kanonijske diskriminantne ose ukazuje na nemoguénost izdvajanja uzoraka pojedinih taksona
usled velike varijabilnosti sadrzaja ispitanih sekundarnih metabolita (slika 45). Medutim,
zajednic¢ko grupisanje uzoraka taksona H. rumeliacum subsp. rumeliacum (ru) i H. spruneri (s) u
pozitivnom delu DA1 je posledica viseg sadrzaja ferulne i galne kiseline odnosno nizeg sadrzaja

hiperforina. Takode, u pozitivnom delu DA1 se izdvaja grupa uzoraka H. rochelii (ro) koja se od
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prethodne definisane grupe razlikuje po viSem sadrzaju hiperforina i hipericina, odnosno nizem
sadrzaju amentoflavona. U negativnhom delu DAL su se izdvojili uzorci taksona H. barbatum (b) i
H. richeri subsp. grisebachii (rg), koji se prevashodno medusobno razlikuju po sadrzaju hipericina,

hiperforina i amentoflavona.
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Slika 45. Polozaj A) uzoraka taksona sekcije Drosicarpium i njihovih B) centroida u prostoru
definisanom sa prve dve kanonijske diskriminantne ose.

Klaster analiza primenjena na rezultate detaljne hemijske karakterizacije uzoraka taksona
sekcije Drosicarpium je rezultovala fenogramom gde se jasno uocava odvajanje visokoplaninskog
taksona H. richeri subsp. grisebachii (rg), ali se takode uocava i grupisanje morfoloski sliénih
taksona (s, ru, ro i b) (slika 46).
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Slika 46. Fenogram taksona sekcije Drosicarpium
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2. Hypericum

Primenom DA na rezultate hemijske karakterizacije uzoraka taksona sekcije Hypericum
uoceno je da prve dve diskriminante funkcije opisuju >71% razlika medu uzorcima. Neophodno
je napomenuti da taksoni H. perforatum subsp. angustifolium (pa), H. perforatum subsp.
perforatum var. microphyllum (ppm), H. elegans (e), H. umbellatum (u) i H. triquetrifolium (tq)
nisu statisti¢ki analizirani jer je iz navedenih taksona hemijski okarakerisan po jedan uzorak.
Diskriminacijama po osnovi prve kanonijske diskriminantne ose najvise doprinose varijable koje
opisuju sadrzaj hipericina (Hpc), rutina (R), apigenina (Ap) i amentoflavona (Af), dok su u sluc¢aju
DA2 to varijable koje opisuju sadrzaj hlorogenske (HK) i kafene (Kk) kiseline, odnosno
epikatehina (Ec) (tabela 12, prilog 7.3.).

Tabela 12. Koeficijenti opterecenja kvantitativnih varijabli u odnosu na prve dve kanonijske

diskriminantne ose; hemijska karakterizacija - sekcija Hypericum.

Varijable DAl DA2
Hpc 0,777125  0,050009
Hpf 0,057597  -0,031766
Af -0,408776  0,479477
Ap -0,512203  0,461954
NA 0,124544  0,053716
R -0,554468 -0,065030
Kv 0,139284  0,046470
Ec -0,398745  -0,532150
Fk 0,119471  0,079059
Gk -0,118723  0,074233
Hk -0,186281  0,655837
Kk -0,298090 -0,534238
Phb -0,017514  -0,274569
Vrednosti karakteristi¢nih vektora ~ 0,990599 0,438490
Kumulativni odnos 0,498959  0,719824

Polozaj ispitanih uzoraka taksona i odgovarajucih centroida u prostoru definisanom sa prve
dve kanonijske diskriminantne ose (slika 47) pokazuje nemoguénost izdvajanja uzoraka pojedinih
taksona usled velike varijabilnosti sadrZaja sekundarnih metabolita. Medutim, u odnosu na DA1,
moze se zakljuciti da izmedu uzoraka taksona Hypericum perforatum subsp perforatum (pp),
Hypericum perforatum subsp. veronense (pv) i Hypericum perforatum subsp. latifolium (pl)
postoje male razlike jer se zahvaljujué¢i viSem sadrzaju hipericina i nizem sadrzaju rutina,
apigenina 1 amentoflavona blisko grupiSu u pozitivnom delu. Takode, veoma blizak navedenim
taksonima je i hibridni takson H. x. desetangsii (d), nastao od roditeljskih vrsta H. perforatum

subsp. perforatum i H. maculatum. Pozicioniranje uzoraka taksona H. maculatum subsp.
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maculatum (mm) i H. maculatum subsp. immaculatum (mi) u negativnhom delu DAL je posledica
nizeg sadrzaja hipericina. Uzorci H. tetrapterum (t) su se u odnosu na DA2 izdvojili u pozitivnom

delu kao posledica visokog sadrzaja hlorogenske kiseline, amentoflavona i apigenina.

‘l

DA 2
[
.
<
°
.
]
.
DA 2
@

RS

e

ot

o mi -10
3 © mm

s pl

L3

B = pv i _ = 5
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4, pvm 2.0 15 1.0 0.5 0.0 05 10 15
DA1 ad DA1

A B

Slika 47. Polozaj A) uzoraka taksona pripadnika sekcije Hypericum i njihovih B) centroida u
prostoru definisanom sa prve dve kanonijske diskriminantne ose.

Primenom Klaster analize potvrdjeno je prethodno diferenciranje uzoraka taksona sekcije
Hypericum (slika 48). Uocava se medusobna sli¢nost taksona pp, pv i pl, $to i nije iznenadujuce s
obzirom da su u pitanju tri podvrste H. perforatum, dok su obe ispitane podvrste H. maculatum
grupisane kao deo jednog veéeg klastera, zajedno sa H. tetrapterum i H. perforatum subsp.

perforatum var. microphyllum.
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Slika 48. Fenogram taksona sekcije Hypericum; hemijska karakterizacija.
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Prilikom primene korespodentne analize na rezultate hemijske karakterizacije uzoraka
predstavnika roda Hypericum koji filogenetski pripadaju razli¢itim sekcijama roda, varijabla koja
opisuje sadrzaj hipericina u ispitanim ekstraktima je bila uniformna, te nije uzeta u obzir. U
pozitivnom delu prve korespondente ose (CA1) uocava se asociranost sekcija Hypericum (HY) i
Adenosepalum (AS) sa prisustvom epikatehina (Ec) kao karakteristikom ispitanih uzoraka. U
negativnom delu CA1 prisutna je asociranost sekcije Campylopus (CP) sa odsustvom kvercetina
(Kv) i kafene kiseline (Kk), $to je saglasno prethodnim istrazivanjima [14, 30], kao i asociranost
uzoraka taksona sekcije Drosicarpium sa odustvom galne (Gk), hlorogenske (Hk) i p-
hidroksibenzojeve kiseline (Phb), odnosno prisustvom ferulne (Fk) (slika 49). Grupisanje taksona,
predstavnika razli¢itih sekcija, je primenom ovih hemijskih markera potvrdilo medjusekcijske
filogenetske relacije. Taksoni sekcija Olympia (OL), Campylopus (CP) i Drosicarpium (DR)
izdvojeni na specifican nacin u negativnom delu prve korespodentne ose, kao 1 polozaj sekcije
Ascyreia (AC), odrazava njihovu filogenetsku posebnost, prvenstveno §to je sekcija Ascyreia

filogenetski predak evolutivno mladih sekcija Androsaemum (AD) i Taeniocarpium (TA) [30].
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Slika 49. Asociranost filogenetskih sekcija roda Hypericum i prisustva/odsustva sekundarnih

metabolita u prostoru definisanom sa prve dve korespodentne ose.

90



Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Korespondentna analiza primenjena je za ispitivanje unutarsekcijskog modela asociranosti
prisustva/odsustva sekundarnih metabolita i odgovarajucih taksona koji su odabrani kao grupna
varijabla. Pritom su analizirane samo sekcije Adenosepalium, Drosicarpium i Hypericum jer je u
okviru ostalih sekcija hemijski okarakterisan samo po jedan takson.

1. Adenosepalum

Varijable koje opisuju sadrzaj hipericina, hiperforina, rutina, kvercetina i p-
hidroksibenzojeve kiseline su u ispitanim ekstraktima uniformne, te nisu uzete u obzir prilikom
sprovodenja analize. Rezultati su pokazali snaznu asociranost taksona H. degenii (de) i prisustva
ferulne kiseline (FK) u negativnom delu prve korespodentne ose, odnosno u pozitivhom delu
asociranost odsustva epikatehina (Ec) i apigenina (Ap) i prisustva narignenina (NA) sa taksonom

H. montanum (slika 50).
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Slika 50. Asociranost taksona sekcije Adenosepalum i prisustva/odsustva sekundarnih
metabolita u prostoru definisanom sa prve dve korespodentne ose.

2. Drosicarpium

Varijable koje opisuju sadrzaj hipericina, hiperforina i rutina usled uniformnosti nisu uzete
u obzir prilikom primene korespodentne analize. U pozitivnhom delu prve korespodentne ose
uocena je asociranost taksona H. barbatum (b) i H. richeri subsp. grisebachi (rg) sa odsustvom

ferulne kiseline, odnosno medusobna asociranost taksona H. rumeliacum var. blepharophyllum

91



Nebojsa Kladar

Doktorska disertacija

(rub), H. barbatum conf. H. thaesium (bt) i H. barbatum f. acutifolium (ba) (slika 51). U

negativnom delu prve korespodentne ose moze se uoditi asociranost taksona H. rumeliacum subsp.

rumeliacum (ru) i H. rochelii (ro) sa odsustvom p-hidroksibenzojeve (Phb) i prisustvom ferulne

kiseline (Fk) i epikatehina (Ec).

Dimension 2; Eigenvalue: 17048 (10.42% of Inertia)
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Slika 51. Asociranost taksona sekcije Drosicarpium i prisustva/odsustva sekundarnih

metabolita u prostoru definisanom sa prve dve korespodentne ose.

3. Hypericum

Prilikom primene CA na rezultate hemijske karakterizacije uzoraka taksona sekcije

Hypericum varijable koje opisuju sadrzaj hipericina, hiperforina i kvercetina usled uniformisanosti

nisu uzete u obzir prilikom sprovodenja analize. U odnosu na prvu korespodentnu osu, u

pozitivnom delu uocava se asociranost taksona H. triquetrifolium (tg), H. x desetangsii (d) i H.

perforatum subsp. angustifolium (pa) sa odsustvom hlorogenske (HK) i galne kiseline (GK),

odnosno medusobna asociranost taksona H. perforatum subsp. veronense (pv) i H. perforatum

subsp. veronense var. microphyllum (pvm). Sa tog aspekta interesantna je razdvojenost taksona H.

perforatum subsp. perforatum (pp) i H. perforatum subsp. perforatum var. microphyllum u

prostoru prve korespodentne ose. Takode, moze se zakljuciti da je prisustvo apigenina (Ap) i

odsustvo (Af) karakteristika taksona H. maculatum subsp. maculatum (mm), $to je saglasno sa

delom prethodno sprovedenih istrazivanja (slika 52) [30].
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Slika 52. Asociranost taksona sekcije Hypericum i prisustva/odsustva sekundarnih metabolita

u prostoru definisanom sa prve dve korespodentne ose.

5.2.16. Statisticka obrada podataka dobijenih hemijskom karakterizacijom uzoraka

monokomponentnih ¢ajeva na bazi kantariona

Primenom Analize glavnih komponenti na rezultate hemijske karakterizacije ekstrakata
uzoraka monokomponenntih ¢ajeva na bazi kantariona dobijene vrednosti ispitivanih varijabli su
upotrebljene za odredivanje karaktersiticnih vektora, odnosno glavnih komponenti. Uocen je
umeren do nizak stepen varijabilnost sadrzaja sekundarnih metabolita u ispitanim uzorcima, te
prve dve glavne komponente opisuju nesto vise od 40% varijabilnosti (tabela 13).

Tabela 13. Vrednosti karakteristicnih vektora i procenat kumulativne varijabilnosti za prve dve

glavne ose PCA,; hemijska karakterizacija - uzorci ¢ajeva.

PCAosa Vrednosti karakteristi¢nih vektora ~ Kumulativna varijabilnost (%)
1 3,783048 29,1004
2 1,805958 42,9924

Pritom, najveéi doprinos veliini varijabilnosti po osnovi prve glavne komponente

pokazuju varijable koje opisuju sadrzaj kvercetina (Kv), hipericina (Hpc), kafene kiseline (Kk),
galne kiseline (GKk), rutina (R) i hiperforina (Hpf), Sto je izutetno problemati¢no, s obzirom da

navedena jedinjenja predstavljaju glavne aktivne principe droge. Obliku varijabilnosti po osnovi
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druge glavne komponente najviSe doprinose varijable koje opisuju sadrzaj p-hidroksibenzojeve
kiseline (Phb) i amentoflavona (Af) (slika 53A). Polozaj ispitanih uzoraka u prostoru definisanom
sa prve dve glavne ose pokazuje da ne postoje obrasci varijabilnosti koji bi grupisali uzorke ¢ajeva

slicne po geografskom poreklu distribucije na trzistu na (slika 53B).

3
1.0
* ¥
2 .
o VL1
E A ° \R/Lz
c T
0E 1 ° A .zl
@ . 722
4, 4® * BG1
- BG2
e Gk 0 JP
E . * BG3
2 A e . © s RU
o 0.0 — _ Hipc 1 2 g mﬁ
a Ky & NI2
< * BO1
2 : . T
k 2 R
NP
« PP
-05 3 o LU
E * BL
PA
Phb BJ
R
4 )
o L TE
1.0 Sl
. PL
- oL
10 05 00 05 10 i3 2 4 0 1 2 3 4 5 6o 8D
v 7B
PCA1:29.10% PCA1 = KO

Slika 53. A) Opterec¢enja PCA1 i PCA2 i B) polozaj ispitanih uzoraka monokomponentnih
¢ajeva na bazi kantariona u prostoru definisanom sa prve dve glavne ose.

Za opisivanje diskriminacija medu uzorcima monokomponentnih ¢ajeva na bazi kantariona
na osnovu sadrzaja sekundarnih metabolita, primenjena je kanonijska diskriminantna analiza.
Pokazano da prve dve diskriminantne funkcije opisuju oko 47% razlika medu ispitanim uzorcima.
Pritom, najve¢i doprinos diskriminaciji ispitanih uzoraka po osnovi prve kanonijske
diskriminantne ose pruzaju varijable koje opisuju sadrzaj epikatehina (Ec), amentoflavona (Af) i
kvercetina (Kv), odnosno kada je u pitanju DA2, to su varijable koje opisuju sadrzaj p-
hidroksibenzojeve kiseline (Phb), amentoflavona (Af) i ferulne kiseline (Fk) (tabela 14, prilog
7.4.).
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Tabela 14. Koeficijenti optereCenja kvantitativnih varijabli u odnosu na prve dve kanonijske

diskriminantne ose; hemijska karakterizacija - uzorci Cajeva.

Varijabla DAl DA2

Hpc 0,286 0,266

Hpf 0,306 -0,141

Af -0,434 0,663

Ap 0,052 -0,343

NA 0,027 0,218

R 0,235 0,265

Kv 0,395 0,347

Ec 0,980 0,319

Fk 0,072 -0,606

Gk 0,335 0,196

Hk 0,108 -0,206

Kk -0,133 0,127

Phb -0,102 0,779

Vrednosti karakteristi¢nih vektora  1697,502  1376,122

Kumulativni odnos 0,261 0,472

Polozaj ispitanih uzoraka i odgovarajucih centroida u prostoru definisanom sa prve dve
kanonijske diskriminantne ose pokazuje grupisanje uzoraka na osnovu sadrzaja prethodno

navedenih sekundarnih metabolita (slika 54).
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Slika 54. Polozaj A) uzoraka monokomponentnih ¢ajeva na bazi kantariona i njihovih B)
centroida u prostoru definisanom sa prve dve kanonijske diskriminantne ose.

Izdvajanje uzoraka iz Bevdelije (DJ), Paljurija (PL) 1 Kotora (KO) kao posledice visokog
sadrzaja epikatehina (Ec), uzoraka iz Bora (BO1) i Paralije (PA) po niskom sadrzaju
amentoflavona (Af) i p-hidroksibenzojeve kiseline (Phb), kao i uzoraka iz Novog Pazara (NP) po

visokom sadrZzaju Af i Phb kanonijskom diskriminantnom analizom, potvrdeno je i klaster
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analizom (slika 55). Stoga se javlja osnovana sumnja da ovi uzorci, kao pripadnici jednje manje
klade, ne sadrze H. perforatum subsp. perforatum kao bioloski izvor droge. Takode, moguce je da
ukoliko nije doSlo do zamene bioloskog izvora, razlika u hemijskom sastavu ovih uzoraka
posledica je uticaja fenofaze ontogenetskog razvoja u kojoj je sakupljen biljni materijal namenjen

za izradu Caja, Sto nije ispitivano morofoloskom i mikromorfoloskom analizom.
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Slika 55. Fenogram uzoraka monokomponentnih ¢ajeva na bazi kantariona; hemijska
karakterizacija.

Dominantnost pojedinih sekundarnih metabolita u uzorcima monokomponentnih ¢ajeva na
bazi kantariona dodatno je objasnjena rezultatima korespondentne analize. Neophodno je
napomenuti da su varijable koje opisuju sadrzaj hipericina, hiperforina, kvercetina i kafene kiseline
u svim ispitanim uzorcima bile uniformne, te nisu uklju¢ene u analizu. Polozaj uzoraka u prostoru
definisanom sa prve dve korespodentne ose pokazuje asociranost uzoraka istog geografskog
porekla (Zlatibor - ZL1, ZL2, ZL3, Bor - BOl, BO2 i Beograd - BGl, BG2, BG3) i
prisustva/odsustva razli¢itih sekundarnih metabolita §to ukazuje na mogucnost razli¢itosti
lokaliteta sakupljanja bioloskog izvora i prodaje cajeva, ili, ukoliko se prethodno navedeni

lokaliteteti podudaraju, na potencijalno razli¢ite bioloske izvore upotrebljene za izradu Cajeva
(slika 56).

96



Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Dimension 2; Eigenvalue: .26043 (6.819% of Inertia)
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Dimension 1; Eigenvalue: 28011 (7.334% of Inertia)

Slika 56. Asociranost uzoraka monokomponentnih ¢ajeva na bazi kantariona i
prisustva/odsustva sekundarnih metabolita u prostoru definisanom sa prve dve korespodentne
0se.

Za potrebe statisticke analize komercijalno dostupni uzorci monokomponentnih ¢ajeva na
bazi kantariona su paralelno analizirani sa uzorcima H. perforatum subsp. perforatum (oznaka
,,¥), uzimajucéi u obzir geografsko poreklo distribucije uzoraka ¢ajeva na trzistu.

Primenom Analize glavnih komponenti na varijable koji opisuju sadrzaj sekundarnih
metabolita u uzorcima prisutnim u takvom modelu, izracunati su akrakteristi¢ni vektori i glavne
komponente. Uocava se da prve dve glavne komponente opisuju oko 42% varijabilnosti sadrzaja
sekundarnih metabolita u takvom modelu uzoraka (tabela 15).

Tabela 15. Vrednosti karakteristi¢nih vektora i procenat kumulativne varijabilnosti za prve dve
glavne ose PCA,; hemijska karakterizacija - paralelna analiza uzoraka ¢ajeva i uzoraka H.

perforatum subsp. perforatum.

PCAo0sa Vrednosti karakteristi¢nih vektora ~ Kumulativna varijabilnost (%)

1 3,494626 26,8817
2 1,997542 42,2474

Pritom, najveéi doprinos veli¢ini varijabilnosti po osnovi prve glavne komponente

pokazuju varijable koje opisuju sadrzaj naringenina, amentoflavona i rutina u ispitanim uzorcima,

dok su u slucaju oblika varijabilnosti druge vektorske ose to varijable koje opisuju sadrzaj kafene
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kiseline i kvercetina (slika 57A). Polozaj ispitanih uzoraka u prostoru definisanom sa prve dve
glavne komponente ukazuje da ne postoji poklapanje obrazaca varijabilnosti hemijskog sastava
komercijalno dostupnih ¢ajeva na bazi kantariona i odgovarajuc¢ih uzoraka H. perforatum subsp.

perforatum (slika 57B).
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Slika 57. A) Optere¢enja PCA1 i PCA2 i B) polozaj ispitanih uzoraka monokomponentnih

Cajeva na bazi kantariona i uzoraka H. perforatum subsp. perforatum u prostoru definisanom
sa prve dve glavne ose.

Primenom Kanonijske diskriminantne analize na set podataka formiran na osnovu sli¢nosti
geografskog porekla distribucije uzoraka monokomponentnih ¢ajeva na bazi kantariona i uzoraka
H. perforatum subsp. perforatum uocava se da prve dve diskriminantne funkcije opisuju vise od
52% razlika medu uzorcima. Pritom, najveéi doprinos diskriminacijama po osnovi prve
diskriminantne funkcije daju varijable koje definiSu sadrzaj epikatehina, naringenina i
amentoflavona, dok u slu¢aju druge diskriminantne funkcije su to varijable koje opisuju sadrzaj

ferulne kiseline, epikatehina i rutina (tabela 16, prilog 7.5.).
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Tabela 16. Koeficijenti optereCenja kvantitativnih varijabli u odnosu na prve dve kanonijske

diskriminantne ose; hemijska karakterizacija - paralelna analiza uzoraka ¢ajeva i uzoraka H.

perforatum subsp. perforatum.

Varijabla DAl DA2

Hpc 0,098 -0,0822

Hpf -0,004 0,0235

Af -1,386 0,4831

Ap -0,141 -0,1618

NA -1,911 -0,3672

R 0,581 -0,5883

Kv 0,106 0,1363

Ec 3,053 0,5940

Fk -0,213 1,0808

Gk 0,323 -0,0746

Hk 0,151 0,4438

Kk -0,316 -0,6257

Phb -0,037 -0,2151

Vrednosti karakteristi¢nih vektora  1376,491  822,3088

Kumulativni odnos 0,328 0,5242

1z polozaja ispitanih uzoraka, odnosno njihovih centroida u prostoru definisanom sa prve

dve kanonijske diskriminantne ose ne moze se uociti grupisanje uzoraka komercijalno dostupnih

Cajeva 1 uzoraka H. perforatum subsp. perforatum poreklom sa istih, ili geografski bliskih

lokaliteta na osnovu sadrzaja sekundarnih metabolita (slika 58).
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Slika 58. Polozaj A) uzoraka monokomponentnih ¢ajeva na bazi kantariona i uzoraka H.

perforatum subsp. perforatum, kao i njihovih B) centroida u prostoru definisanom sa prve dve

kanonijske diskriminantne ose.
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Pomenute razlike su jo§ uocljivije nakon primene klaster analize koja grupiSe ispitane

uzorke na osnovu medusobne sli¢nosti (slika 59).
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Slika 59. Fenogram uzoraka monokomponentnih ¢ajeva na bazi kantariona i uzoraka H.
perforatum subsp. perforatum; hemijska karakterizacija.

Prikazane razlike u hemijskom sastavu ekstrakata komercijalno dostupnih
monokomponentnih ¢ajeva na bazi kantariona i ekstrakata uzoraka H. perforatum subsp.
perforatum mogu biti posledica vise faktora. S obzirom da se ve¢ina Hyperici herba dostupne na
trZiStu obezbeduje sakupljanjem iz prirode, kljuénu ulogu za kvalitet droge imaju sakupljaci
lekovitog bilja, koji su €esto nedovoljno obuceni za raspoznavanje zvani¢nog bioloskog izvora od
mogucih falsifikata. Takode, izuzetan znacaj ima i period sakupljanja droge. Za predstavnike roda
Hypericum karaktersitican je period cvetanja od 2-3 nedelje, uz pojavu postfloralne retencije listica
krunice, te neretko varira fenofaza bioloskog izvora u kojoj je droga sakupljena, Sto posledi¢no
uti¢e na hemijski kvalitet droge. Konac¢no, kao jedan od faktora se izdvaja i moguénost da je
geografsko poreklo biljnog materijala upotrebljenog za izradu €ajeva razli¢ito od lokaliteta na

kojem se oni distribuiraju na trzistu.
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5.3. Odredivanje bioloSkog potencijala vodeno—alkoholnih ekstrakata predstavnika roda

Hypericum

5.3.1. Odredivanje antioksidantnog potencijala

Oksidativni stres se smatra znac¢ajnim uzro¢nikom nastanka i1 razvitka razli¢itih patoloskih
stanja [201, 202]. Medutim, i pored jasne efikasnosti antioksidanasa sintetskog porekla,
coveCanstvo se sve viSe okreée agensima prirodnog porekla zbog njihove potencijalno nize
toksi¢nosti. Ekstrakti H. perforatum su u in vitro [153, 178] i in vivo [203] testovima pokazali
sposobnost inhibicije procesa lipidne peroksidacije, dok rezultati brojnih in vitro eksperimenata
svedoce o neutralizaciji DPPH, NO i OH radikala [153, 178, 204]. S obzirom na prisustvo nekoliko
klasa sekundarnih metabolita u ekstraktima H. perforatum i ostalim pripadnicima roda, kao i visok
sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida, postavlja se pitanje identifikacije jedinjenja koja najvise
doprinose ovom bioloskom svojstvu. Utvrdeno je da je za ispitivanje antioksidantnog potencijala
kompleksnih smesa, kakve su biljni ekstrakti, koje sadrze jedinjenja razli¢ite hemijske strukture,
fizi¢ko-hemijskih osobina i mehanizama delovanja, potrebno primeniti vise razli¢itih test-sistema
ispitivanja antioksidantnog potencijala [150, 205]. Kao konacan zaklju¢ak dosadasnjih istrazivanja
doslo se do toga da je antioksidativni potencijal polarnih ekstrakata H. perforatum uslovljen
prisustvom flavonoida i fenolnih kiselina, a da floroglucinoli i naftodiantroni ne ispoljavaju
znacajnu antioksidantnu aktivnost [137, 153, 163, 206-208]. Takode, flavonoidi su se pokazali i
kao potentni antioksidansi koji za razliku od vitamina C ne pokazuju prooksidantni potencijal [88].

5.3.1.1. Neutralizacija DPPH radikala

Stabilni DPPH radikal predstavlja sintetsko jedinjenje ljubiCaste boje sa maksimumom
aporpcije na 515nm, koje se vrlo Cesto upotrebljava za preliminarno ispitivanje antioksidantog
potencijala razliCitih agenasa. Nakon transfera elektrona prelazi u redukovanu formu, DPPH-H,
¢ime se smanjuje intenzitet apsorcije na 515nm [209]. Medutim, poredenje rezultata razlicitih
ispitivanja antioksidantnog potencijala neretko predstavlja kompleksan posao, jer, iako se koriste

test-sistemi zasnovani na istim eksperimentalnim principima, koncentracije generisanih slobodnih
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radikala se razlikuju [5]. Stoga, u ispitivanjima antioksidantnog potencijala biljnih ekstrakata
preporucljivo je koriS¢enje pozitivne kontrole (polusintetski ili sintetski antioksidansi).

Vrednosti  koncentracija ispitivanih ekstrakata potrebnih za neutralizaciju 50%
koncentracije stabilnog DPPH radikala (1Cso) su date u prilogu 8. Takode, u prilogu 9 su date
srednje vrednosti procenta neutralizacije DPPH" prilikom dodatka odredenih koncentracija
ispitivanih ekstrakata. Odnosi 1Cso vrednosti dobijenih za ekstrakte pripremljene od uzoraka
razli¢itih predstavnika roda Hypericum, sakupljenih u periodu cvetanja, predstavljeni su na slici
60.
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Slika 60. 1Cso vrednosti ekstrakata predstavnika roda Hypericum potrebne za neutralizaciju
DPPH radikala.

Svi ispitivani ekstrakti neutralisali su vise od 50% generisanih DPPH", pri ¢emu su ICsg
vrednosti kod veéine ispitanih ekstrakata (>80%) iznosile od 2 - S5ug/mL, Sto predstavlja snazan

antioksidantni potencijal u navedenom test-sistemu i saglasan je sa rezultatima prethodno
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sprovedenih istrazivanja [163]. Pri istim eksperimentalnim uslovima odreden je antioksidantni
potencijal kvercetin dihidrata (QDH, ICsp = 0,97£0,03ug/mL) i propil galata (PG, ICso =
0,69£0,02ug/mL). Dobijene ICso vrednosti su bile nize od ICso vrednosti ispitanih ekstrakata
predstavnika roda Hypericum, ali uporedive, pri ¢emu je odnos vrednosti bio u saglasnosti sa
prethodno publikovanim rezultatima [45]. Prema dosadasnjim istrazivanjima, jedinjenja prisutna
u vrstama roda Hypericum najzasluZnija za neutralizaciju DPPH" su hiperozid i kvercetin [178]
zbog prisustva kateholne strukture [210], dok je prema rezultatima Gioti i sar. [211] neutralizacija
DPPH’ od strane ekstrakata H. perforatum posledica prisustva hlorogenske kiseline.

Kao najpotentniji antioksidansi u DPPH test-sistemu (ICso < 3pg/mL) su se pokazali
ekstrakti H. perforatum subsp. perforatum, H. perforatum subsp. veronense, H. perforatum subsp.
latifolium, H. maculatum subsp. maculatum, H. maculatum subsp. immaculatum, H. montanum,
H. montbretii i H. androsaemum, $to je delimi¢no potvrdeno rezultatima prethodnih istrazivanja
[163]. S druge strane, najslabiji antioksidativni potencijal medu ispitanim ekstraktima je zabelezen
kod uzoraka H. degenii (ICso = 8,59ug/mL), H. annulatum subsp. annulatum, H. cerastioides, H.
X desetangsii i H. elegans. Interesantno je da je sposobnost ekstrakata pripremljenih od
komercijalno dostupnih uzoraka Caja kantariona da neutraliSu slobodne DPPH radikale bila
znacajno niza od svih ispitanih podvrsta H. perforatum. Takode, kod vecine ispitanih ekstrakata
istih taksona uoCene su medusobne razlike u izracunatim ICso vrednostima u zavisnosti od

geografskog porekla biljnog matrijala.

5.3.1.2. Neutralizacija OH radikala

Istrazivanja su pokazala da OH radikal u Zivim organizmima moze oStetiti skoro sve
makromolekule ako $to su ugljeni hidrati, lipidi, nukleinske i aminokiseline, vode¢i ka razvoju
brojnih patoloskih stanja. Takode, Cinjenica je da se OH' ne moZe neutralisati enzimskim
antioksidativnim sistemima, ve¢ isklju¢ivo neenzimskim antioksidantima endogenog, ili poreklom
iz razlicitih suplemenata [212].

Rezultati ispitivanja potencijala ekstrakata razli¢itih predstavnika roda Hypericum da
neutraliSsu OH radikale generisane u Fentonovoj reakciji su prikazani u prilozima 8 i 10, dok su
odnosi ICsp vrednosti dobijenih za ekstrakte pripremljene od uzoraka pripadnika razli¢itih taksona

roda Hypericum dati na slici 61.
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Slika 61. ICso vrednosti ekstrakata predstavnika roda Hypericum potrebne za neutralizaciju OH

radikala.

Najveci broj ispitanih uzoraka (>80%) je neutralisao OH radikale sa ICso vrednostima u

intervalu 40 - 70ug/mL. Neophodno je napomenuti da neki od ekstrakata H. barbatum (b10), H.

maculatum subsp. maculatum (mm1) i komercijalno dostupnih ¢ajeva (k36) nisu u ispitanom

koncentracionom opsegu neutralisali 50% generisanih OH’. Rezultati ispitivanja antioksidantnog

potencijala konvencionalnih antioksidanasa kao $to su butilovani hidroksitoluen (BHT, ICso =

0,03+£0,00pg/mL), PG (ICso = 9,09+0,13ug/mL) i askorbinska kiselina (ICso = 2,05+0,08ug/mL)

su pri identi¢nim eksperimentalnim uslovima u OH test-sistemu pokazali znatno visi

antioksidantni potencijal. Medutim, istrazivanje Almeida i sar. [165] je potvrdilo jacu

neutralizaciju OH" vodeno-alkoholnog ekstrakta H. androsaemum od manitola.

Najveci antioksidativni potencijal u OH test-sistemu su pokazali ekstrakti H. rumeliacum

var. blepharophyllum i H. montbretti (mbl). Vecina ispitanih ekstrakata je pokazala sli¢an
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antioksidantni potencijal kao uzorci komercijalno dostupnih ¢ajeva na bazi kantariona. Medutim,
neophodno je istaéi slabiji antioksidantni potencijal ekstrakata H. perforatum subsp. latifolium i
H. perforatum subsp. veronense u odnosu na ekstrakte H. perforatum subsp. perforatum. Prema
rezultatima istrazivanja Benedi i sar. [207] standardizovani vodeno-alkoholni ekstrakt H.
perforatum ispoljava umerenu sposobnost neutralizacije OH radikala uporedivu sa kvercetinom,
ali u navedenom istrazivanju nije navedena taksonomska identifikacija biljnog materijala do nivoa
podvrste. Takode, kod vecine uzoraka istog taksona prikupljenih na razli¢itim lokalitetima, uocene
su razlike u antioksidantnom potencijalu (naroc€ito izrazene kod H. barbatum, H. montbretii i H.
richeri subsp. grisebachii), $to jasno ukazuje na uticaj ekoloskih faktora na razli¢itost akumulacije
sekundarnih metabolita odgovornih za neutralizaciju slobodnih radikala. Izuzimajuéi uzorke koji
u ispitivanom koncentracionom opsegu nisu dostigli ICso vrednosti, najslabiji antioksidantni
potencijal u OH test-sistemu su ispoljili pojedini ekstrakti uzoraka taksona H. barbatum (b14), H.

hirsutum (h29) i H. richerii subsp. grisebachii (rg3).

5.3.1.3. Neutralizacija NO radikala

Azot-monoksid (NO) spada u vazne signalne molekule 1 ukljucen je u mnogobrojne
fizioloSke procese. Medutim, njegova toksi¢nost se pripisuje sposobnosti vezivanja za proteine
koji sadrze hem, gvozde ili bakar. Tom prilikom mozZe do¢i do oksidacije ili redukcije NO ¢ime
nastaju visoko reaktivni slobodni radikali. Narocito je znacajan nastanak peroksinitrita (ONOO")
u reakciji sa O% koji predstavlja snaznu prooksidantnu komponentu [213].

Rezultati ispitivanja antioksidantnog potencijala ekstrakata taksona roda Hypericum u NO
test-sistemu su prikazani u prilozima 8 i 11. Svi ispitani ekstrakti, osim ekstrakta H. umbellatum
(ul) su neutralisali 50% generisanih NO radikala u ispitanom koncentracionom opsegu, pri ¢emu
su se za najveci broj ispitanih ekstrakata (>80%) ICso vrednosti javljale u intervalu 15 - 40ug/mL,
Sto je saglasno sa rezultatima prethodnih istrazivanja [153]. Izracunate ICso vrednosti kod ispitanih
ekstrakta su bile viSe, ali uporedive sa antioksidantnim potencijalom PG (ICso = 9,27+0,22ug/mL)
koji je odreden pri identicnim eksperimentalnim uslovima. SnaZniji antioksidantni potencijal je
primecen kod ekstrakata taksona H. maculatum subsp. immaculatum, H. maculatum subsp.
maculatum, H montanum, H. perforatum subsp. perforatum, H. rochelii, H rumeliacum var.

blepharophyllum i H. triquetrifolium (slika 62).
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Slika 62. 1Cso vrednosti ekstrakata predstavnika roda Hypericum potrebne za neutralizaciju NO
radikala.

Kao i u prethodnim odredivanjima antioksidativnog potencijala u ovom istrazivanju,
ekstrakti H. perforatum subsp. veronense i H. perforatum subsp. latifolium su bili okarakterisani
visim ICsp vrednostima od H. perforatum subsp. perforatum. Rezultati istrazivanja Altun i sar.
[137] svedoce o sli¢noj sposobnosti neutralizacije NO® od strane metanolnog ekstrakta H.
perforatum i galne kiseline, dok Silva i sar. [178] isticu znacajnu ulogu etanolnog ekstrakta H.
perforatum u sprecavanju inflamatornog odgovora s obzirom na neutralizaciju NO i hipohlorne
kiseline (HOCIl) kao vaZnih medijatora inflamacije. Medutim, frakcionizacija metanolnog
ekstrakta H. perforatum nije dala odgovore na pitanje o komponentama odgovornim za
neutralizaciju NO" [153].

Uzimajuéi u obzir ekstrakte koji su neutralisali 50% generisanog NO radikala, kao

najslabiji antioksidanti su se pokazali ekstrakti uzoraka H. cerastioides i H. x desetangsii
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(>60ug/mL). Rezultati su pokazali izrazene varijacije ICso vrednosti dobijenih za ekstrakte

uzoraka istih taksona vezane za geografsko poreklo prikupljenog biljnog materijala.

5.3.1.4. Inhibicija procesa lipidne peroksidacije (LP)

Potencijal vodeno-alkoholnih ekstrakata predstavnika roda Hypericum da inhibisu proces
lipidne peroksidacije je predstavljen u prilozima 8 i 12. Neophodno je napomenuti da neki od
ispitanih ekstrakata uzoraka H. androsaemum (adl), H. annulatum subsp. annulatum (anl, an2,
an3), H. degenii (del), H. barbatum (b12), H. cerastioides (cs1, cs2), H. x desetangsii (d3), H.
hirsutum (h7, h8, h23, h26), H. maculatum subsp. immaculatum (mil0), H. maculatum subsp.
maculatum (mm4), H. olympicum (02), H. perforatum subsp. latifolium (pl5), H. perforatum
subsp. perforatum (pp106), H. richeri subsp. grisebachii (rg4, rg5), H. tetrapterum (t1, t4, t5, t6,
t9), H. triquetrifolium (tql), kao i komercijalno dostupnih monokomponenentih ¢ajeva na bazi
kantariona (k1, k3, k4, k7, k8, k9, k10, k11, k15, k24, k27, k29, k31, k34, k36, k37, k41) u
ispitanom koncentracionom opsegu nisu inhibisali 50% procesa LP. Posmatrajuéi ICso vrednosti
preostalih ispitanih uzoraka, u vecini slucajeva (>80%) uoceno je variranje u intervalu 300 -
650ug/mL, $to je saglasno sa rezultatima prethodnih istrazivanja [166]. Medutim, znatno slabiji
potencijal vodeno-alkoholnih estrakta je zabelezen u odnosu na BHT (ICso = 7,32+0,21pg/mL) pri
identicnim ekperimentalnim uslovima. NeSto snaZniji antioksidativni potencijal (ICso ~
300ug/mL) su ispoljili ekstrakti H. perforatum subsp. perforatum, H. umbellatum, H. rochelii i H.
calycinum (slika 63). Uzimajuci u obzir ekstrakte za koje je prilikom ispitivanja inhibicije procesa
LP bilo mogucée odrediti ICsp vrednosti, uocene su velike varijacije u antioksidativnom potencijalu
uzoraka pojedinih taksona (H. barbatum, H. montanum, H. perforatum subsp. perforatum, H.

perforatum subsp. veronense) i komercijalno dostupnih ¢ajeva na bazi kantariona).
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Slika 63. I1Cso vrednosti ekstrakata predstavnika roda Hypericum potrebne za inhibiciju procesa

LP.

Istrazivanja su pokazala da je sposobnost flavonoida da heliraju metale zasnovana na

zajednickom prisustvu kateholne strukture i 4-okso-3-hidroksil grupe (slika 64) [178, 214].

Konjugacija ove dve grupe doprinosi snaznoj antioksidantoj aktivnosti kvercetina, ali i objasnjava

slabiji antioksidativni potencijal glikozida kvercetina u slucaju lipidne peroksidacije izazvane

gvozdem kao medijatorom. Naime, glikozilacija u polozaju 3 maskira antioksidantnu aktivnost, a

takode utice i1 na lipofilnost i veli¢inu molekula, ¢ime spre¢ava vezivanje glikozida za lipide

membrane i posledi¢nu inhibiciju lipidne peroksidacije [215]. lznesene tvrdnje su poduprte

rezultatima istrazivanja Silva i sar. [178] koji su zakljucili da aglikoni prisutni u etanolnom

ekstraktu H. perforatum (narocito kvercetin i kemferol) u in vivo eksperimentalnim uslovima

pokazuju veéu sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije od njihovih glikozida. Rezultati istih

autora su takode pokazali dobru sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije apigenina i
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amentoflavona, uprkos ¢injenici da slabo neutraliSu slobodne radikale, dok je u sluéaju rutina

zablezena niska aktivnost.

A) OH

.
v
MI] t

Slika 64. Mehanizam (A) neutralizacije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (R®) i (B) vezivanja

prelaznih metala (M"™) molekula flavonoida.
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Za hlorogensku kiselinu je dokazano da efikasno neutraliSe peroksi radikale [216], ali je
njen potencijal inibicije lipidne peroksidacije u istrazivanju Silva i sar. [178] bio vrlo nizak, i to
najverovantije zbog samo jednog aktivnog mesta za vezivanje gvozda. Rezultati istrazivanja
Benedi i sar. [207] su pokazali da standardizovani etanolni ekstrakt H. perforatum poseduje
protektivne efekte u slucajevima enzimske 1 ne-enzimske lipidne peroksidacije u mozgu tako sto
snazno inhibise NADPH-zavisnu lipidnu peroksidaciju i Fe?*/askorbat indukovanu lipidnu
peroksidaciju u mitohondrijama ¢elija cerebralnog korteksa. Takode, pokazano je da male doze
vodeno-alkoholnog ekstrakta H. perforatum uticu na aktivnost glutation peroksidaze povecavajuci
nivo glutationa in vivo, te da mogu biti od koristi kod dementnih pacijenata sa poviSenim

oksidativnim stresom u mozgu [206].

5.3.1.5. Sposobnost redukcije Fe3* (FRAP test)

Ispitivanjem biljnih ekstrakta u FRAP eksperimentalnom sistemu se meri njihova
sposobnost da deluju kao donori jednog elektrona ¢ime dolazi do redukcije Fe®* u Fe?*. Neophodno
je napomenuti da s obzirom da se reakcija izvodi u vodenom okruzenju, ispituje se potencijal samo
jedinjenja rastvorljivih u vodi. Takode, dobijeni rezultati, s obzirom na odsustvo biomolekula kao
supstrata (ugljenih hidrata, lipida), ne odrazavaju nuzno antioksidantni potencijal. Ipak, rezultati
FRAP-testa mogu biti relevantan parametar za procenu neutralizacije reaktivnih vrsta poput
hipohlorita (HOCI) i peroksinitritnog anjona (ONOO") [217]. Kao §to je ve¢ istaknuto, flavonoidi
spadaju u efektivne helatore gvozda formirajuci stabilne komplekse koji nemaju prooksidantni
potencijal [214, 218, 219].

Rezultati ispitivanja antioksidantog potencijala ekstrakata predstavnika roda Hypericum
pomoc¢u FRAP-testa su dati u prilogu 8. Vrednosti dobijene za vecinu ispitanih ekstrakata (>80%)
variraju u opsegu 100 - 240mg AAE/g s. e., $to predstavlja snazan antioksidativni potencijal. Kao
narocito potentni su se pokazali ekstrakti H. rumeliacum var. blepharophyllum i H. calycinum (c1,
>300mg AAE/g s. e.), dok je sa druge strane kod ekstrakata H. degenii, H. cerastioides, H. elegans
I H. triquetrifolium zabelezen slab antioksidativni potencijal (slika 65). Kao i u prethodnim
eksperimentalnim test sistemima odredivanja antioksidantog potencijala, kod ekstrakata H.
perforatum subsp. veronense i H. perforatum subsp. latifolium zabeleZen je slabiji antioksidatvni
potencijal nego kod H. perforatum subsp. perforatum. Rezultati prethodnih istrazivanja su

pokazali da ekstrakti H. perforatum poseduju znacajan potencijal redukcije Fe3* i to prevashodno
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zahvaljujuéi aktivnosti fenolnih kiselina i flavonoidnih glikozida, dok je doprinos floroglucinola,
naftodiantrona i biapigenina u ovom eksperimentalnom sistemu zanemarljiv [153, 196]. Takode,
vrednosti dobijene u FRAP-testu za ekstrakte H. perforatum subsp. perforatum su bile bliske sa
vrednostima odredenim za ekstrakte H. maculatum subsp. maculatum, H. maculatum subsp.
immaculatum, H. montanum, H. montbretii, H. rochelii, H. tetrapterum, H. androsaemum, ali i za

ekstrakte komercijalno dostupnih monokomponentih ¢ajeva na bazi kantariona.
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Slika 65. Vrednosti dobijene za ekstrakte predstavnika roda Hypericum u FRAP-testu.

5.3.1.6. Statisticka obrada podataka dobijenih ispitivanjem antioksidantnog potencijala

ekstrakata predstavnika roda Hypericum

Primenom Analize glavnih komponenti na rezultate odredivanja antioksidantnog

potencijala ekstrakata predstavnika roda Hypericum dobijene vrednosti ispitivanih varijabli su
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iskoriS¢ene za izraCunavanje karakteristicnih vektora, na osnovu kojih su odredene glavne
vektorske ose. Pokazano je da prve dve glavne komponente opisuju preko 55% varijabilnosti
dobijenih rezultata (tabela 17).

Tabela 17. Vrednosti karakteristi¢nih vektora i procenat kumulativne varijabilnosti za prve dve

glavne ose PCA; antioksidantni potencijal predstavnika roda Hypericum.

PCAosa  Vrednosti karakteristi¢nih vektora ~ Kumulativna varijabilnost (%)
1 1,722373 34,4475
2 1,065283 55,7531

Najveci doprinos veli¢ini varijabilnosti po osnovi prve glavne komponente pokazuju

varijable koje opisuju neutralizaciju DPPH radikala, odnosno rezultate dobijene u FRAP-testu,
dok najveéi doprinos obliku varijabilnosti po osnovi druge glavne komponente pokazuju

promenljive koje opisuju neutralizaciju NO i OH radikala (slika 66A).
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Slika 66. A) Opterecenja PCA1 i PCA2 i B) polozaj ispitanih uzoraka predstavnika roda

Hypericum u prostoru definisanom sa prve dve glavne ose.

Polozaj ispitanih uzoraka u prostoru defisanom sa prve dve glavne ose u odnosu na PCA1
sugeriSe veliku varijabilnost antioksidantnog potencijala predstavnika roda Hypericum u testovima
ispitivanja neutralizacije DPPH radikala i sposobnosti redukcije Fe3* jona (slika 66B). U odnosu
na drugu glavnu osu uocena je mala varijabilnost antioksidantnog potencijala iskazanog u
testovima neutralizacije OH i NO radikala.

Kanonijska diskriminantna analiza primenjena na rezultate odredivanja antioksidantnog
potencijala ekstrakata uzoraka taksona roda Hypericum je pokazala da prve dve diskriminantne

funkcije opisuju preko 65% razlika medu ispitanim uzorcima. Neophodno je napomenuti da uzorci
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H. umbellatum nisu ukljuceni u statisti¢ku analizu jer dovode do disbalansa statistickog modela.
Najveci doprinos diskriminacijama uzoraka po osnovi prve kanonijske diskriminantne ose daju
varijable koje opsiuju sposbnost neutralizacije DPPH radikala, odnosno u slu¢aju DA2, to su
varijable koje opisuju ispitivanje potencijala inhibicije LP (tabela 18, prilog 13.1.).

Tabela 18. Koeficijenti optereCenja kvantitativnih varijabli u odnosu na prve dve kanonijske

diskriminantne ose; antioksidantni potencijal - predstavnici roda Hypericum.

Varijabla DAl DA2
DPPH- -0,923772  -0,142942
NO- -0,375954  -0,214388
OH- 0,209422  0,081374
LP 0,124158  0,978606
FRAP -0,293534  -0,406831
Vrednosti karakteristicnih vektora ~ 2,152310 1,333784
Kumulativni odnos 0,404449  0,655086

Posmatrajuci prvu kanonijsku diskriminantnu osu, tesko se izdvajaju uzorci taksona H.
rumeliacum subsp. rumeliacum (ru), H. barbatum (b), H. richeri subsp. grisebachii (rg), H.
hirsutum (h) i H. montaum (m) usled velike varijabilnosti i medusobnog preklapanja rezultata
dobijenih prilkom odredivanja antioksidantnog potencijala (slika 67). U negativnom delu DAL se
izdvajaju uzorci H. degenii i H. x desetangsii kao posledica slabog potencijala neutralizacije DPPH
radikala. Jasno se vidi da su u negativnom delu DA2 pozicionirani uzorci taksona koji su ispoljili
snazniju sposobnost inhibicije procesa LP (H. barbatum conf. H. thaeisum (bt), H. olympicum f.
tenuifolium (ot), H. barbatum f. acutifolium (ba), H. linarioides (I), H. barbatum (b), H.
rumeliacum subsp. rumeliacum (ru), H. rochelii (ro), H. calycinum (c), H. rumeliacum var.
blepharophyllum (rub), H. montbretii (mb) i H. perforatum subsp. veronense (pv)), odnosno u
pozitivnom delu, uzorci taksona sa slabijim potencijalom inhibicije procesa LP (H. triquetrifolium
(tg), H. perforatum subsp. latifolium (pl), H. androsaemum (ad), H. annulatum subsp. annulatum
(an), H. cerastioides (cs), H. degenii (de), H. x desetangsii (d), H. tetrapterum (t)), koji se dodatno

diferenciraju na osnovu sposobnosti neutralizacije DPPH radikala.
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Slika 67. Polozaj A) uzoraka predstavnika roda Hypericum i njihovih B) centroida u prostoru
definisanom sa prve dve kanonijske diskriminantne ose.

Ispitivanje modela varijabilnosti antioksidantog potencijala, uzimajuéi pripadnost taksona
filogenetskoj sekciji kao grupnu varijablu, pokazuje da prve dve glavne komponente opisuju preko
56% varijabilnosti antioksidantog potencijala ispitanih uzoraka (tabela 19).

Tabela 19. Vrednosti karakteristicnih vektora i procenat kumulativne varijabilnosti za prve dve

glavne ose PCA; antioksidantni potencijal predstavnika roda Hypericum - sekcije.

PCAosa Vrednosti karakteristiénih vektora ~ Kumulativna varijabilnost (%)
1 1,762760 35,2552
2 1,060001 56,4552

Najveci doprinos veli¢ini varijabilnosti po osnovi prve glavne ose pokazuju varijable koje

sumiraju rezultate dobijene u FRAP- i DPPH-testu, dok obliku varijabilnosti po osnovi druge
glavne komponente najvise doprinose varijable koje sumiraju rezultate dobijene u NO- i OH-testu
(slika 68A). Polozaj uzoraka, pripadnika odgovarajucih filogenetskih sekcija, u prostoru
definisanom sa prve dve glavne ose pokazuje veliku varijabilnost antioksidantnog potencijala, koja
je uglavnom posledica razlika u antioksidantom potencijalu odredenom u FRAP- i DPPH-testu.
Pritom, u negativnhom delu prve glavne ose su se izdvojili uzorci taksona Campylopus (CP) i
Adenosepalum (AS) usled slabije sposobnosti neutralizacije DPPH radikala (slika 68B).
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Slika 68. A) Optere¢enja PCA1 i PCA2 i B) polozaj ispitanih uzoraka pripadnika sekcija roda
Hypericum u prostoru definisanom sa prve dve glavne ose.

Unutarsekcijski model varijabilnosti antioksidantnog potencijala je dalje analiziran samo
kod sekcija koji kojih su uzorci viSe od dva taksona ispitani, tj. u sekcijama Adenosepalum i
Hypericum.
1. Adenosepalum

Primenom PCA pokazano je da prve dve glavne komponente objasnjavaju vise od 90%
varijabilnosti antioksidantnog potencijala ispitanih uzoraka (tabela 20). Pritom, veli¢ini
varijabilnosti antioksidantnog potencijala po osnovi prve glavne komponente najvise doprinose
varijable koje opisuju rezultate dobijene u NO- i FRAP-testu, dok obliku varijabilnosti po osnovi
druge glavne komponente najvise doprinose varijable koje opisuju sposobnost neutralizacije OH
radikala i inhibiciju procesa lipidne peroksidacije.

Tabela 20. Vrednosti karakteristicnih vektora i procenat kumulativne varijabilnosti za prve dve

glavne ose PCA,; antioksidantni potencijal - sekcija Adenosepalum.

PCAosa Vrednosti karakteristi¢nih vektora ~ Kumulativna varijabilnost (%)
1 2,939990 73,4998
2 0,826900 94,1723

PoloZaj ispitanih uzoraka u prostoru definisanom sa prve dve glavne ose ukazuje na
grupisanje uzoraka H. montanum u pozitivnom delu prve glavne ose na osnovu variranja vrednosti
dobijenih u FRAP- i NO-testu, odnosno izdvajanje uzoraka H. annulatum subsp. annulatum u

negativnom delu PCAL1l prema slabijem antioksidativnom potencijalu iskazanom u svim
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eksperimentalnim sistemima osim u OH-test sistemu. Takode, uzorak H. degenii je pozicioniran u

negativnom delu PCAL1 kao posledica izuzetno slabog antioksidativnog potencijala (slika 69).
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Slika 69. A) Opterecenja PCA1 i PCA2 i B) polozaj ispitanih uzoraka pripadnika sekcije

Adenosepalum u prostoru definisanom sa prve dve glavne ose.

2. Hypericum
Primena PCA je pokazala da prve dve glavne komponente objasnjavaju vise od 60%
varijabilnosti rezultata antioksidantog potencijala uzoraka taksona sekcije Hypericum (tabela 21).
Tabela 21. Vrednosti karakteristi¢nih vektora i procenat kumulativne varijabilnosti za prve dve

glavne ose PCA,; antioksidantni potencijal - sekcija Hypericum.

PCAo0sa Vrednosti karakteristiénih vektora ~ Kumulativna varijabilnost (%)

1 1,929076 38,5815
2 1,156882 61,7191

Najveci doprinos veli¢ini varijabilnosti po osnovu prve vektorske ose pokazuju varijable

koje sumiraju rezultate dobijene u DPPH- i FRAP-testu, dok obliku varijabilnosti druge vektorske
ose najviSe doprinosi varijabla koja sumira rezultate NO-testa (slika 70A). Polozaj ispitanih
uzoraka u prostoru definisanom sa prve dve glavne ose (slika 70B) pokazuje grupisanje uzoraka
H. tetrapterum (t) u pozitivnom delu PCA1 zahvaljujuci slabom potencijalu inhibicije LP, odnosno
grupisanje uzoraka H. maculatum subsp. maculatum (mm), H. maculatum subsp. immaculatum
(mi), H. perforatum subsp. perforatum (pp) i H. perforatum subsp. veronense (pv) u negativhom
delu PCA1 zahvaljuju¢i snaznijem potencijalu neutralizacije DPPH i NO radikala i inhibicije

procesa LP. Izdvojenost uzorka H. umbellatum (u) u negativnhom delu druge vektorske ose je
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posledica nemogucénosti neutralizacije NO radikala, dok je izdvojenost uzorka H. x desetangsii (d)

u pozitivnom delu PCAL posledica slabe sposobnosti inhibicije procesa LP.
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Slika 70. A) Opterecenja PCA1 i PCA2 i B) polozaj ispitanih uzoraka pripadnika sekcije

Hypericum u prostoru definisanom sa prve dve glavne ose.

5.3.1.7. Statisticka obrada podataka dobijenih ispitivanjem antioksidantnog potencijala

ekstrakata uzoraka monokomponentik ¢ajeva na bazi kantariona

Primenom Analize glavnih komponenti varijable koje sumiraju rezultate ispitivanja
antioksidantnog potencijala ekstrakata monokomponentnih ¢ajeva na bazi kantariona izracunati su
karakteristi¢ni vektori i odredene glavne komponente. UoCava se da prve dve glavne komponente
opisuju vise od 60% varijabilnosti razultata ispitivanja antioksidantog potencijala (tabela 22).

Tabela 22. Vrednosti karakteristicnih vektora i procenat kumulativne varijabilnosti za prve dve

glavne ose PCA; antioksidantni potencijal - uzorci ¢ajeva.

PCAo0sa Vrednosti karakteristi¢nih vektora ~ Kumulativna varijabilnost (%)

1 2,217520 44,3504
2 0,975216 63,8547

Najveci doprinos veli¢ini varijabilnosti po osnovu prve glavne ose pokazuje promenljiva

koja sumira rezultate dobijene u FRAP-testu, dok obliku varijabilnosti po osnovu druge glavne
komponente najvisSe doprinose promenljive koje opisuje sposobnost neutralizacije OH 1 DPPH
radikala (slika 71A). Polozaj ispitanih uzoraka u prostoru definisanom sa prve dve glavne ose

pokazuje grupisanje uzoraka kupljenih u Trebinju (TR1), Dracu (DR1), Tetovu (TE) i na
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Vlasinskom jezeru (VL1) u negativnom delu prve vektorske ose kao posledice slabije sposobnosti
neutralizacije DPPH i NO radikala, odnosno izdvajanje jo$ jednog uzorka iz Drac¢a (DR3) usled
slabog potencijala neutralizacije OH radikala. U pozitivnom delu prve vektorske ose su se izdvojili
uzorci sa snaznijim antioksidantnim potencijalom (Novi Pazar (NP), Paralija (PA), Ribari¢e (RI),

Novi Sad (NS), Prijepolje (PP), Pevdelija (DJ)) (slika 71B).
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Slika 71. A) Optere¢enja PCA1 i PCA2 i B) polozaj ispitanih uzoraka monokomponentnih

Cajeva na bazi kantariona u prostoru definisanom sa prve dve glavne ose.

5.3.2. Inhibicija bioloski znacajnih enzima

Prema Agenciji za hranu i lekove (eng. U. S. Food and Drug Administration) u svetu je
aktuelan trend pronalaska novih indikacija za supstance koje su trenutno odobrene kao terapeutici
kod odredenih oboljenja. Takva istrazivanja su daleko jeftinija i uspesnija od pronalska potpuno
novih lekova. Takode, manje vremena je potrebno za registraciju novih indikacija za prethodno
poznati lek, nego Sto je to slucaj sa potpuno novim lekovima [220]. Shodno tome, aktuelna su i

istrazivanja preparata na biljnoj bazi sa ciljem Sirenja znanja o njihovom bioloskom potencijalu.

5.3.2.1. Inhibicija aktivnosti monoaminooksidaze

Monoaminooksidaza je Siroko rasprostranjena u spoljasnjim mitohondrijalnim
membranama nervnih i drugih ¢elija centralnog i perifernog nervnog sistema kao jedan od klju¢nih

enzima u metabolizmu serotonina i katehol amina. Javlja se u dve izoforme: monoaminooksidaza
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A (MAO-A), ¢ija inhibicija ublazava simptome depresije i anksioznosti, i monoaminooksidaza B
(MAO-B), ¢ijom inhibicijom se postize smanjenje intenziteta oksidativne neurodegeneracije
prisutne u Parkinsonovoj bolesti. Pritom, u novije vreme su inhibitori MAO-B ukljuceni i u
terapiju AB i anksioznosti, §to je veoma znacéajno, s obzirom da je u ljudskom mozgu oko 75%
prisutne MAO u obliku MAO-B [164, 221-223]. Za veliki broj flavonoidnih jedinjenja je pokazana
sposobnost inhibicije MAO. Kao narocito potentni su se izdvojili kvercitrin, izokvercitrin, rutin i
kvercetin, ¢ije su ICso vrednosti bile uporedive sa 1Cso vrednostima dobijenim za deprenil
(selektivni MAO-B inhibitor) [224], dok je za kvercetin dokazana selektivna inhibicija MAO-A
[225]. Sa druge strane rezultati istrazivanja Demirkiran [221] su pokazali ~40 puta slabiju
sposobnost kvercetina i kemferola da inhibiSu MAO-A u odnosu na hlorgilin (selektivni MAO-A
inhibitor). Poznato je da hlorogenska kiselina zajedno sa katehinom i epikatehinom usled snaznog
antioksidantog potencijala dovodi do smanjenja produkcije peroksida u glija ¢elijama putem
inhibicije deaminacije monoamina ili neutralizacije slobodnih radikala [226]. Smatra se da
uzimanje malih doza preparata na biljnoj bazi moze dovesti do postizanja efekata preko adaptivnog

odgovora u CNS-u, §to objasnjava klinicke efekte [227].

5.3.2.1.1. Inhibicija MAO-A

Rezultati ispitivanja potencijala ekstrakata predstavnika roda Hypericum da inhibiSu
aktivnost MAO-A su dati u prilozima 14 i 15. Najveci broj ispitanih ekstrakata je pokazao
sposobnost inhibicije navedenog enzima osim pojedinih ekstrakata uzoraka taksona H. barbatum
(b13), H. maculatum subsp. maculatum (mm2, mm6), H. olympicum (0l1) i H. richeri subsp.
grisebachii (rgl). Vrednosti koncentracija ekstrakata neophodnih za inhibiciju 50% aktivnosti
enzima su kod preko 70% (71,30%) ispitanih ekstrakata bile nize od 10ug/mL, dok su se kod preko
10% (11,70%) ispitanih ekstrakata nalazile u intervalu 1Cso = 10 - 15ug/mL (slika 72).
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Slika 72. 1Cso vrednosti ekstrakata predstavnika roda Hypericum potrebne za inhibiciju
aktivnosti MAO-A.

Dobijeni rezultati su pokazali slabiji anti-MAO-A potencijal od moklobemida (ICso =
0,64+0,02pg/mL) odredenog pri identicnim eksperimentalnim uslovima, ali neophodno je
napomenuti da se radi o poredenju aktivnosti kompleksne smeSe jedinjenja, kakvi su biljni
ekstrakti, sa Cistom supstancom. Generalno, rezultati istraZivanja su saglasni sa rezultatima
odredivanja anti-MAO-A potencijala petroletarskih i hloroformskih ektrakata pojedinih
Hypericum vrsta poreklom iz Juzne Amerike (H. caprifoliatum, H. carinatum, H. connatum, H.
cordatum, H. myrianthum, H. piriai, H. polyanthemum, H. brasiliense) koji su ujedno bili i
potentniji inhibitori od metanolnih ekstrakata istih vrsta [228], sto moze ukazati na potencijal
nepolarnih jedinjenja i zahteva dodatna istrazivanja. Takode, rezultati dobijeni za ekstrakte H.
androsaemum su u saglasnosti sa rezultatima Lopez i sar. [164] koji su za metanolni ekstrakt

ustanovili znatno slabiji anti-MAO-A potencijal (ICso = 9,3pg/mL) od hlorgilina (ICso =
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0,019ug/mL). Kao najjaci inhibitori MAO-A (ICso<5ug/mL) su se pokazali ekstrakti uzoraka H.
perforatum subsp. latifolium, H. barbatum f. acutifolium, H. calycinum, H. linarioides, H.
perforatum subsp. veronense, H. richeri subsp. grisebachii (izuzetak je rg4) i H. triquetrifolium.
Sa druge strane, relativno slab anti-MAO-A potencijal su iskazali ekstrakti uzoraka H.
cerastioides, H. montbretii, H. olympicum i pojedini ekstrakti H. hirsutum. Sa medijanom ICsxp
vrednosti nizom od 10pg/mL, ekstrakti komercijalno dostupnih ¢ajeva na bazi kantariona uzoraka
spadaju u snaznije MAO-A inhibitore, uporedive sa ekstraktima H. perforatum subsp. perforatum.
Posmatrajuci ekstrakte pojedinih podvrsta H. perforatum, najsnazniju anti-MAO-A aktivnost su
pokazali ekstrakti subsp. latifolium. Uocena je velika varijabilnost izra¢unatih ICso vrednosti,
narocito izrazena kod ekstrakata H. androsaemum, H. cerastioides, H. montbretii, H. olympicum,
H. richeri subsp. grisebachii i H. hirsutum, sto ukazuje da je produkcija sekundarnih metabolita
odgovornih za anti-MAO-A aktivnost predstavnika roda Hypericum zavisna od uticaja abioti¢kih
ekoloskih faktora karakteristicnih za staniSte biljke i sugeriSe dalja istraZivanja sa ciljem

identifikacije jedinjenja odgovornih za ovaj bioloski potencijal.

5.3.2.1.2. Inhibicija MAO-B

Rezultati ispitivanja potencijala ekstrakata predstavnika roda Hypericum da inhibiSu
MAO-B su dati u prilozima 14 i 15. Kao i prilikom ispitivanja anti-MAO-A potencijala, najveci
broj ekstrakata je pokazao sposobnost inhibicije MAO-B sa izuzetkom jednog ekstrakta H.
barbatum (b2), sto ukazuje na razliCitost sinteze sekundarnih metabolita odgovornih za ovo
biolosko svojstvo uslovljenu abiotickim ekoloskim faktorima. Pritom, kod preko 20% (22,15%)
ispitanih ekstrakata izraCunate ICsp vrednosti su bile nize od 50pug/mL, dok su se kod preko 65%
(68,60%) ispitanih ekstrakata nalazile u koncentracionom opsegu 50 - 100pg/mL, Sto predstavlja
znatno slabiji potencijal od selegilina (selektivni MAO-B inhibitor, 1Cso = 0,23+0,01ug/mL).
Dobijeni rezultati su bili saglasni sa rezultatima odredivanja inhibicionog potencijala MAO-B
petroletarskih i hloroformskih ekstrakata H. caprifoliatum, H. carinatum, H. connatum, H.
cordatum, H. myrianthum, H. piriai, H. polyanthemum i H. brasiliense, kod kojih je takode
konstatovana veca sposobnost inhibicije MAO-A u odnosu na MAO-B [228]. Najsnazniji
potencijal inhibicije MAO-B (ICs0<40pg/mL) su ispoljili ekstrakti H. androsaemum, pojedini
ekstrakti H. spruneri i H. rochelii, ali i ekstrakti H. linarioides, H. maculatum subsp. maculatum,

H. maculatum subsp. immaculatum, H. montanum, H. montbretii i H. rumeliacum var.
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blepharophyllum (slika 73). Analizirajuci ekstrakte H. perforatum, znatno snazniji anti-MAQO-B
potencijal je uo¢en kod uzoraka subsp. perforatum u odnosu na ekstrakte subsp. latifolium i subsp.
veronense. Slaba sposobnost inhibicije aktivnosti MAO-B je karakteristicna za ekstrakte H.
cerastiodies, H. hirsutum, H. olympicum f. tenuifolium, H. perforatum subsp. veronense, H.

spruneri, ali i za pojedine ekstrakte H. barbatum i H. rumeliacum subsp. rumeliacum.
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Slika 73. 1Cso vrednosti ekstrakata predstavnika roda Hypericum potrebne za inhibiciju

aktivnosti MAO-B.

5.3.2.2. Inhibicija acetilholinesteraze

Ekstrakti kantariona se tradicionalno primenjuju kod razli¢itih neuroloskih stanja kao $to
su ekscitabilnost, neuralgija, anksioznost i depresija [229]. Depresija je usko povezana sa

Alchajmerovom boles¢u (AB) jer se Cesto javlja kao posledica kognitivne disfunkcije i
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neurodegeneracije. Jedan od glavnih biohemijskih parametara prisutnih kod AB je nedostatak
acetilholina (ACh), supstrata AChE. Inhibicija ovog enzima ekstraktima kantariona bila bi od
znacaja za postizanje dvostrukog efekta kod pacijenata obolelih od Alchajmerove bolesti koji bi
se ogledao u ublazavanju depresivnih epizoda uz blagotvoran uticaj na simptome AB [137, 139].

Vrednosti koncentracija neophodnih za inhibiciju 50% aktivnosti AChE kao i procenat
inhibicije aktivnosti enzima u zavisnosti od primenjene koncentracije ispitanih ekstrakata su dati
u prilozima 14 i 15. Neophodno je ista¢i da je jedan deo ispitanih uzoraka ispoljio vrlo nisku
sposobnost inhibicije enzima upotrebljenog u ogledu, i to ekstrakti H. annulatum subsp. annulatum
(an4), H. barbatum (b4), H. calycinum (c1, c2), H. maculatum subsp. maculatum (mm1), H.
montbretii (mbl), H. rumeliacum subsp. rumeliacum (rul4, rul8, ru 24), kao i neki od ekstrakata
komercijalno dostupnih uzoraka monokomponentnih ¢ajeva na bazi kantariona (k35, k40).
Ukoliko se uporede ICso vrednosti dobijene za ekstrakte koji su ispoljili antiholinesteraznu
aktivnost (slika 74), kod vec¢ine uzoraka (>80%) uocava se variranje u intervalu 500 - 2000pg/mL.
Pritom, neophodno je ista¢i snazniji antiholinesterazni potencijal H. androsaemum, H. annulatum
subsp. annulatum, H. degenii, H. barbatum, H. elegans, H. maculatum subsp. maculatum, H.
maculatum subsp. immaculatum, H. montanum, H. olympicum f. tenuifolium i H. perforatum
subsp. perforatum. lako se poredenjem dobijenih vrednosti sa antiholinesteraznim potencijalom
galantamina (ICso = 8,56+0,13pug/mL) odredenim pri identiénim eksperimentalnim uslovima
uocCava slabiji efekat ekstrakata vrsta roda Hypericum, ne moze se negirati njihova sposobnost
inhibicije AChE. Dobijeni rezultati su saglasni sa delom rezultata ispitivanja antiholinesteraznog
potencijala H. androsaeum, H. foliosum, H. undulatum, H. perforatum, H. maculatum subsp.
maculatum, H. richeri, H. barbatum, H. olympicum [137, 138, 230], ali poredenje je vrlo ¢esto
oteZzano zbog nenavodenja aktivnosti enzima upotrebljenog u istraZivanju, odnosno nekoris¢enja
pozitivne kontrole [137, 138, 230].

Khan i sar. [231] su dokazali antiholinesterazni potencijal kvercetina u in vitro i in silico
uslovima. Rezultati istrazivanja Hernandez i sar. [138] su pokazali slican antiholiesterazni
potencijal rutina, kvercitrina, izokvercitrina i hiperozida (ICsp = 62 - 86ug/mL), ali i slabu
aktivnost hlorogenske kiseline (ICso = 196pg/mL). Najjaca sposobnost inhibicije AChE u
navedenom istrazivanju je zabeleZena kod hipericina (ICso = 5,7ug/mL), ali i dalje znatno slabija
od galantamina (ICso = 0,21ug/mL). Houghton i sar. [232] su zakljucili da ostatak glutaminske

kiseline na aktivnom mestu AChE stvara negativno naelektrisanje koje odbija kiselinsku grupu
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hlorogenske kiseline, dok u sluc¢aju derivata kvercetina C3 supstituenti nemaju kiselinske osobine,

te lakSe stupaju u interakciju sa AChE.
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Slika 74. 1Cso vrednosti ekstrakata predstavnika roda Hypericum potrebne za inhibiciju
aktivnosti AChE.

Najslabiji antiholinesterazni potencijal je zabelezen kod ekstrakata H. barbatum conf. H.
thaesium, H. montbretii i H. perforatum subsp. latifolium. Od ispitanih podvrsta Hypericum
perforatum, ekstrakti podvrste perforatum su se pokazali kao najja¢i inhibitori AChE (ICso ~
1000pg/mL). Takode, vecina ispitanih ekstrakata je pokazala bolji antiholinesterazni potencijal od
ekstrakata komercijalno dostupnih uzoraka monokomponentnih ¢ajeva na bazi kantariona, kod
kojih je dodatno bila prisutna i velika varijabilnost dobijenih 1Cso vrednosti. Uzrok tome mogu biti
razlike u sadrzaju jedinjenja odgovornih za inhibiciju aktivnosti AChE u uzorcima

monokomponentnih ¢ajeva na bazi kantariona koje su uslovljene stepenom ontogenetskog razvoja
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u kojem je biljna sirovina prikupljena, ali i moguénoS¢u zamene propisanog bioloskog izvora

sli¢nim vrstama.

5.3.2.3. Antihiperglikemijski potencijal vodeno-alkoholnih ekstrakata taksona roda Hypericum

Postprandijalna glikemija predstavlja nezavisan faktor rizika za razvoj kardiovaskularnih
komplikacija kod pacijenata obolelih od dijabetesa, ali i kod osoba sa umereno povisenim nivoom
glukoze u krvi. Oksidativni stres je posrednik u ovoj vezi i direktno je srazmeran povecanju nivoa
glukoze u krvi nakon obroka. Medutim, pored povecane produkcije slobodnih radikala nakon
obroka, povecava se i osetljivost organizma na oksidativni stres. Stoga bi primena preparata koji
snizavaju nivo glukoze u krvi posle obroka i uti¢u na smanjenje oksidativnog stresa mogla biti od
znacaja u prevenciji nastanka ili dopunskoj terapiji dijabetesa [233, 234]. Epidemioloska
istrazivanja su pokazala da je konzumiranje hrane bogate fenolnim jedinjenjima povezano sa
smanjenom incidencom kardiovaskularnih morbiditeta [235] i dijabetesa tip 2 [236, 237].
Usporavanjem varenja i apsorpcije ugljenih hidrata putem inhibicije enzima esencijalnih za te
procese U organizmu postignuti su uspesi u regulaciji postprandijalne hiperglikemije i
hiperinsulinemije. Biljke, njihovi ekstrakti i izolovana jedinjenja pirodnog porekla pokazuju
potencijal inhibicije a-amilaze i a-glukozidaze, enzima esencijalnih za razgradnju ugljenih hidrata
do oblika u kojima se oni mogu apsorbovati u krvotok, te su sve ¢eS¢e predmet mnogobrojnih
ispitivanja [238-242], dok je za fenolna jedinjenja pokazano da nespecificnim vezivanjem za

navedene enzime mogu dovesti do njihove inaktivacije [237].

5.3.2.3.1. Inhibicija a-amilaze

Procenat inhibicije aktivnosti a-amilaze u zavisnosti od primenjenih koncentracija
ispitanih ekstrakata predstavnika roda Hypericum, kao i izraunate ICso vrednosti su date u
prilozima 14 i 15. lako deo ispitanih ekstrakata nije pokazao sposobnost inhibicije 50% aktivnosti
enzima u ispitanom koncentracionom opsegu (pojedini uzorci H. barbatum (b9, b12), H. barbatum
f. acutifolium (bal), H. x desetangsii (d3), H. maculatum subsp. immaculatum (mi9), H. richeri
subsp. grisebachii (rg4), H. rochelii (ro6), H. rumeliacum subsp. rumeliacum (ru4, ru6, ru7, ru9,
rul5, rul6, ru 21, ru23) i H. tetrapterum (t9)), rezultati su pokazali da se ICso vrednosti

karakteristicne za viSe od 60% ispitanih ekstrakata nalaze u koncentracionom opsegu 0 -
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500ug/mL, dok u slucaju preko 20% (21,82%) ispitanih ekstrakata variraju u intervalu 500 -
1000ug/mL. Dobijene vrednosti su saglasne sa malobrojnim rezultatima prethodnih ispitivanja
[243], te istovremeno predstavljaju izuzetan doprinos kada je u pitanju odredivanje antiamilaznog
potencijala ekstrakata predstavnika roda Hypericum. Najjaci potencijal inhibicije a-amilaze
(~300ug/mL) su pokazali uzorci H. androsaemum, H. umbellatum, H. hirsutum, H. maculatum

subsp. maculatum, H. perforatum subsp. perforatum i H. perforatum subsp. veronense (slika 75).
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Slika 75. 1Cso vrednosti ekstrakata predstavnika vrsta roda Hypericum potrebnih za inhibiciju
aktivnosti a-amilaze.

Medutim, izraCunate ICso vrednosti su bile znatno viSe nego u slu¢aju akarboze (ICso =
4,93+0,04pg/mL), specificnog inhibitora a-amilaze, €iji je antiamilazni potencijal odreden pri
identi¢nim eksperimentalnim uslovima. Kod H. androsaemum, H. calycinum, H. montanum, H.
montbretii, H. perforatum subsp. perforatum, H. perforatum subsp. latifolium, H. perforatum

subsp. veronense uocena je sli¢nost odredenih ICso vrednosti sa ekstraktima komercijalno
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dostupnih uzoraka monokomponentnih ¢ajeva na bazi kantariona. Pritom, interesantno je da su od
ispitanih podvrsta H. perforatum, najveéi antiamilazni potencijal iskazali ekstrakti podvrste
veronense. Varijabilnosti u dobijenim ICsp vrednostima su bile prisutne kod vecine ispitanih
taksona, dok je najslabija sposobnost inhibicije a-amilaze uoc¢ena kod ekstrakata taksona H.
olympicum, kao i pojednih ekstrakata H. tetrapterum (>3000pg/mL). Medutim, treba imati na umu
da je u sprovedenom istrazivanju uporedivan antiamilazni potencijal jedinjenja (akarboza) i smesa
razlicitih supstanci (kakvi su biljni ekstrakti), te da i nizi antiamilazni potencijal ekstrakata
predstavnika roda Hypericum predstavlja znaCajan rezultat s obzirom na dalju moguénost

izolovanja jedinjenja odgovornih za ovaj efekat.

5.3.2.3.2. Inhibicija a-glukozidaze

Uticaj razli¢itih koncentracija ekstrakata taksona roda Hypericum na aktivnost o-
glukozidaze je prikazan u prilogu 15. Na osnovu zabelezenih koncentracijski zavisnih procenata
inhibicije enzima, izracunate su ICso vrednosti (prilog 14). Svi ispitani ekstrakti su u ispitanom
koncentracionom opsegu inhibisali 50% aktivnosti a-glukozidaze. Analizom dobijenih podataka
uoceno je da su se kod skoro 60% (59,02%) ispitanih ekstrakata ICso vrednosti kretale u opsegu
10 - 20ug/mL, dok su kod oko 20% (19,74%) ispitanih ekstrakata varirale u opsegu 20 - 30ug/mL.
Mali broj istrazivanja je bio posvecen odredivanju antiglukozidaznog potencijala pojedinih
predstavnika roda Hypericum [241], te dobijeni rezultati, kao i u slu¢aju ispitivanja antiamilaznog
potencijala, predstavljaju izuzetan doprinos savremenoj fitoterapiji i medicini. Bitno je istaknuti
da je antiglukozidazni potencijal akarboze (ICso = 42,87+2,14ug/mL) odreden pri identi¢nim
eksperimentalnim uslovima znac¢ajno slabiji od potencijala ispoljenog od najveceg broja ispitanih
ekstrakata predstavnika roda Hypericum. Jedan od mogucih mehanizama kojim biljni ekstrakti
inhibiSu aktivnost a-glukozidaze je zasnovan na prisustvu glikozida u ekstraktima, te usled
slicnosti sa supstratom dolazi do kompetititvne inhibicije. Sa druge strane, kod ekstrakata koji
pokazuju jaci antiglukozidazni potencijal od akarboze, postoji moguénost da jedinjenja nastala kao
posledica hidrolize pokazuju dodatno inhibitorno dejstvo na enzim [242, 244, 245]. Dobijeni
rezultati su pokazali znacajan antiglukozidazni potencijal ekstrakata pripremljenih od uzoraka H.
androsaemum, H. calycinum, H. umbellatum i H. triquetrifolium (ICso < 10 pg/mL) (slika 76).

Nesto slabija, ali i dalje vrlo zna¢ajna sposobnost inhibicije a-glukozidaze uo¢ena je kod ekstrakata
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H. hirsutum, H. linarioides, H. maculatum subsp. maculatum, H. maculatum subsp. immaculatum

i H. perforatum subsp. perforatum.
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Slika 76. 1Cso vrednosti ekstrakata predstavnika roda Hypericum potrebnih za inhibiciju
aktivnosti a-glukozidaze.

Ekstrakti komercijalno dostupnih uzoraka cajeva na bazi kantariona su takode iskazali
snazniji antiglukozidazni potencijal, vrlo slican sa ekstraktima H. perforatum subsp. perforatum.
Rezultati istrazivanja Kang i sar. [241] su pokazali snaznu inhibiciju aktivnosti a-glukozidaze
(kako rekombinantnog oblika, tako i one izolovane iz intestinuma pacova) etilacetatnim i
metanolnim ekstraktom Hypericum ascyron, pri ¢emu su ispitani ekstrakti bili potentniji inhibitori
a-glukozidaze od akarboze. Pritom, kao narocito aktivno jedinjenje se izdvojio kemferol. Takode,
u istom istrazivanju je pokazano da intragastri¢na primena etil-acetatnog i metanolnog ekstrakta
H. ascyron snizava nivo glukoze u krvi pacova kod kojih je aloksanom indukovan dijabetes, te

dodatno uti¢e i na smanjenje ukupnog holesterola i triglicerida.
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Najslabiju sposobnost inhibicije a-glukozidaze su pokazali ekstrakti H. degenii i H.
olympicum, mada je neophodno napomenuti da su kod pojedinih ekstrakata H. barbatum, H.
richeri subsp. grisebachii i H. rumeliacum subsp. rumeliacum takode zabelezene relativno visoke
ICs0 vrednosti (>50ug/mL). Kod veéeg broja ispitanih ekstrakata istih taksona uocena je
varijabilnost u izra¢unatim ICso vrednostima, narocito izrazena kod H. annulatum subsp.
annulatum i H. barbatum, najverovatnije povezana sa uticajem abioti¢kih ekoloskih faktora na

akumulaciju pojedinih sekundarnih, bioloski aktivnih molekula.

5.3.2.4. Statisticka obrada podataka dobijenih ispitivanjem potencijala inhibicije bioloski

znacajnih enzima od strane predstavnika roda Hypericum

Primenom Analize glavnih komponenti na varijable koje opisuju ispitivanje inhibicionog
potencijala bioloski zna¢ajnih enzima od strane vodeno-alkoholnih ekstrakata predstavnika roda
Hypericum izracunati su karakteristi¢ni vektori i na osnovu njih odredene glavne komponente.
Uocava se da prve dve glavne komponente opisuju oko 46% varijabilnosti rezultata dobijenih za
inhibiciju enzimske aktivnosti od strane ekstrakata (tabela 23).

Tabela 23. Vrednosti karakteristi¢nih vektora i procenat kumulativne varijabilnosti za prve dve

glavne ose PCA; inhibicija bioloski znacajnih enzima - uzorci roda Hypericum.

PCAosa Vrednosti karakteristiénih vektora ~ Kumulativna varijabilnost (%)

1 1,201430 24,0286
2 1,106805 46,1647

Najveci doprinos veli¢ini varijabilnosti po osnovi prve glavne komponente pokazuju

varijable koje opisuju anti-a-glukozidazni i antiholinesterazni potencijal, dok je u slu¢aju oblika
varijabilnosti po osnovi druge glavne komponente, to varijabla koja opisuje inhibiciju aktivnosti
a-amilaze (slika 77A). Polozaj ispitanih uzoraka u prostoru definisanom sa prve dve glavne ose
pokazuje veliku unutartaksonsku varijabilnost potencijala ispitanih ekstrakata da inhibisu bioloski
znacajne enzime zavisnu od geografskog porekla, pridajuc¢i znacaj uticaju abioti¢kih ekoloskih

faktora na sintezu jedinjenja odgovornih za ispoljavanje ovih bioloskih aktivnosti (slika 77B).
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Slika 77. A) Opterec¢enja PCA1 i PCA2 i B) polozaj ispitanih uzoraka predstavnika roda
Hypericum u prostoru definisanom sa prve dve glavne ose.

Primenom PCA za analizu varijabilnosti rezultata odredivanja inhibicionog potencijala
bioloski znacajnih enzima predstavnika roda Hypericum pri ¢emu je kao grupna varijabla odabrana
filogenetska sekcija kojoj ispitani taksoni pripadaju, uocava se da prve dve glavne komponente
opisuju vise od 46% varijabilnosti dobijenih rezultata (Tabela 24).

Tabela 24. Vrednosti karakteristi¢nih vektora i procenat kumulativne varijabilnosti za prve dve

glavne ose PCA; inhibicija bioloski znacajnih enzima - sekcije roda Hypericum.

PCAo0sa Vrednosti karakteristi¢nih vektora ~ Kumulativna varijabilnost (%)
1 1,212412 24,2482
2 1,108730 46,4229

Najveci doprinos varijabilnosti po osnovi prve vektorske ose PCA pokazuju varijable koje

opisuju anti-a-glukozidazni i antiholinesterazni potencijal ispitanih ekstrakata, dok je u slucaju
oblika varijabilnosti definisanog drugom glavnom komponentnom to varijabla koja opisuje anti-
a-amilazni potencijal (slika 78A). Polozaj uzoraka taksona, pripadnika odgovarajuéih
filogenetskih sekcija, u prostoru definisanim sa prve dve glavne ose pokazuje veliku varijabilnost
dobijenih rezultata inhibicije enzimske aktivnosti za uzorke svih ispitanih sekcija (slika 78B).
Dominantno je grupisanje uzoraka sekcije Drosicarpium (DR) u negativnom delu prve vektorske
ose ukazuju¢i na slab antiglukozidazni i antiholinesterazni potencijal, odnosno grupisanje uzoraka
sekcije Hypericum (HY) u pozitivnom delu PCAL ukazujuéi na snazniju sposobnost inhibicije
prethodno navedenih enzima. Sa druge strane, polozaj uzoraka sekcije Taeniocarpium (TA) u

pozitivnom delu druge vektorske ose PCA sugerise snazniju sposbnost inhibicije a-amilaze.
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Slika 78. A) Opterec¢enja PCA1 i PCA2 i B) polozaj ispitanih uzoraka pripadnika sekcija roda
Hypericum u prostoru definisanom sa prve dve glavne ose.

Unutarsekcijski model varijabilnosti potencijala inhibicije bioloski znac¢ajnih enzima dalje
je analiziran samo kod sekcija kod kojih su uzorci vise od dva taksona ispitani, tj. u sekcijama
Adenosepalum, Drosicarpium i Hypericum.

1. Adenosepalum

Primenom PCA na rezultate odredivanja inhibicionog potencijala bioloski znacajnih
enzima uzoraka taksona sekcije Adenosepalum, uoc¢ava se da prve dve glavne komponente opisuju
vise od 90% varijabilnosti dobijenih rezultata (tabela 25).

Tabela 25. Vrednosti karakteristi¢nih vektora i procenat kumulativne varijabilnosti za prve dve

glavne ose PCA; inhibicija bioloski znacajnih enzima - sekcija Adenosepalum.

PCAosa Vrednosti karakteristi¢nih vektora ~ Kumulativna varijabilnost (%)

1 3,907473 78,1495
2 0,628052 90,7105

Izrazito visok doprinos veli€ini varijabilnosti po osnovi prve glavne komponente pokazuju

varijable koje opisuju inhibicije svih enzima upotrebljenih u eksperimentima, dok obliku
varijabilnosti po osnovi druge glavne komponente najvise doprinose varijable koje opisuju
antiholinesterazni i anti-a-amilazni potencijal (slika 79A). Polozaj ispitanih uzoraka u prostoru
definisanom sa prve dve vektorske ose pokazuje veliku varijabilnost rezultata dobijenih za uzorke
H. annulatum subsp. annulatum (an), ali i grupisanje uzoraka H. montanum (m) u pozitivnhom delu

prve vektorske ose PCA po znatno snaznijem potencijalu inhibicije ispitivanih enzima, narocito o-
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amilaze i a-glukozidaze. Uzorak H. degenii se izdvaja u negativnhom delu druge vektorske ose

PCA usled slabijeg potencijala inhibicije a-amilaze i a-glukozidaze (slika 79B).
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Slika 79. A) Opterecenja PCA1 i PCA2 i B) polozaj ispitanih uzoraka pripadnika sekcije

Adenosepalum u prostoru definisanom sa prve dve glavne ose.

2. Drosicarpium
Primenom PCA na rezultate odredivanja inhibicionog potencijala bioloski znacajnih
enzima uzoraka taksona pripadnika sekcije Drosicarpium, uocava se da prve dve glavne
komponente opisuju vise od 54% varijabilnosti dobijenih rezultata (tabela 26).
Tabela 26. Vrednosti karakteristi¢nih vektora i procenat kumulativne varijabilnosti za prve dve

glavne ose PCA; inhibicija bioloski znacajnih enzima - sekcija Drosicarpium.

PCAosa Vrednosti karakteristiénih vektora ~ Kumulativna varijabilnost (%)

1 1,542376 30,8475
2 1,201372 54,8750

Najvec¢i doprinos veli¢ini varijabilnosti uzoraka po osnovi prve glavne komponente

podjednako pokazuju varijable koji opisuju inhibiciju MAO-B, AChE i a-glukozidaze, dok obliku
varijabilnosti po osnovu druge glavne komponente najvise doprinose varijable koje opisuju anti-
MAO-A i anti-a-amilazni potencijal (slika 80A). Polozaj ispitanih uzoraka u prostoru definisanom
sa prve dve glavne ose ukazuje na izrazenu varijabilnost rezultata dobijenih za uzorke svih
ispitanih taksona s obzirom da su podjednako pozicionirani sa obe strane prve vektorske ose.
Navedeno ukazuje na znacaj abiotickih ekoloskih faktora za sintezu jedinjenja u predstavnicima

sekcije Drosicaprium odgovornih za inhibiciju aktivnosti ispitivanih enzima (slika 80B).
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Slika 80. A) Optere¢enja PCA1 i PCA2 i B) polozaj ispitanih uzoraka pripadnika sekcije
Drosicarpium u prostoru definisanom sa prve dve glavne ose.

3. Hypericum
Primenom PCA na rezultate odredivanja inhibicionog potencijala bioloski znacajnih
enzima uzoraka taksona sekcije Hypericum, uocava se da prve dve glavne komponente opisuju
vise od 55% varijabilnosti uzoraka (tabela 27).
Tabela 27. Vrednosti karakteristicnih vektora i procenat kumulativne varijabilnosti za prve dve

glavne ose PCA; inhibicija bioloski znacajnih enzima - sekcija Hypericum.

PCAo0sa Vrednosti karakteristiénih vektora ~ Kumulativna varijabilnost (%)

1 1,679566 33,5913
2 1,092258 55,4365

Najvisi doprinos veli¢ini varijabilnosti po osnovi prve vektorske ose PCA podjednako

pokazuju varijable koje sumiraju rezultate inhibicije MAO-B i a-glukozidaze, dok obliku
varijabilnosti po osnovi druge vektorske ose najvise doprinosi varijabla koja opisuje
antiholinesterazni potencijal (slika 81A). Polozaj ispitanih uzoraka u prostoru definisanom sa prve
dve glavne ose pokazuje veliku varijabilnost potencijala inhibicije MAO-B, a-amilaze i o-
glukozidaze dobijenih za uzorke H. tetrapterum (t), H. maculatum subsp. immaculatum (mi) i H.
perforatum subsp. veronense (pv), s obzirom da su pozicionirani sa obe strane prve glavne ose.
Uzorci H. perforatum subsp. perforatum (pp) su pozicionirani zajedno sa uzorcima H. maculatum
subsp. maculatum (mm) u negativhom delu prve vektorske ose, s tim da je kod uzoraka pp
zabeleZena snaZzna sposbnost inhibicije svih ispitanih enzima, dok kod mm izuzetno varira

sposobnost inhibicije AChE i MAO-A (slika 81B).
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Slika 81. A) Optere¢enja PCA1 i PCA2 i B) polozaj ispitanih uzoraka pripadnika sekcije

Hypericum u prostoru definisanom sa prve dve glavne ose.

Za analizu diskriminacija medu uzorcima predstavnka roda Hypericum u potencijalu
inhibicije bioloski znacajnih enzima primenjena je Kanonijska diskriminantna analiza. Uo¢eno je
da prve dve diskriminantne funkcije opisuju vise od 72% razlika medu ispitanim uzorcima.
Neophodno je napomenuti da taksoni H. androsaemum (ad), H. olympicum f. tenuifolium (ot), H.
degenii (d), H. barbatum f. acutifolium (ba), H. barbatum conf. H. thaesium (bt), H. rumeliacum
var. blepharophyllum (rub), H. perforatum subsp. latifolium (pl), H. triquetrifolium (tg), H elegans
(e), H. umbellatum (u) i H. x desetangsii (d) nisu ukljuéeni u statisticku analizu jer je samo po
jedan uzorak navedenih taksona ispitan u testovima inhibicije bioloski znacajnih enzima. Najveci
doprinos diskriminaciji uzoraka po osnovi prve diskriminantne funkcije pokazuje varijabla koja
opisuju anti-a-amilazni potencijal ekstrakata, dok je u slu¢aju diskriminacije po osnovi druge
diskriminantne funkcije, to varijabla koja opisuje antiholiensterazni potencijal (tabela 28, prilog
16.1.). Polozaj uzoraka ispitanih taksona i njihovih centroida u prostoru definisanom sa prve dve
kanonijske diskriminantne ose pokazuje nemoguénost jasnog razdvajanja usled velike
varijabilnosti rezultata dobijenih za pojedine taksone, odnosno medusobnog preklapanja polozaja

uzoraka razli¢itih taksona (slika 82).
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Tabela 28. Koeficijenti optereCenja kvantitativnih varijabli u odnosu na prve dve kanonijske

diskriminantne ose; inhibicija bioloski zna¢ajnih enzima - predstavnici roda Hypericum.

Varijable DAl DA2
AChE -0,443266  -0,889517
a-amilaza -0,845922  0,221329
a-glukozidaza -0,467181  0,488981
MAO-A -0,074900 -0,281125
MAO-B 0,335342 0,316608
Vrednosti karakteristi¢nih vektora ~ 0,988826 0,732560
Kumulativni odnos 0,415422  0,723182
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Slika 82. Polozaj A) uzoraka taksona roda Hypericum i njihovih B) centroida u prostoru
definisanom sa prve dve kanonijske diskriminantne ose.

Medutim, u pozitivnom delu prve kanonijske diskriminantne ose se blisko grupisu uzorci
taksona H. tetrapterum (t), H. maculatum subsp. immaculatum (mi), H. richeri subsp. grisebachii
(rg), H. spruneri (s), H. cerastioides (cs), H. montanum (m), H. perforatum subsp. perforatum
(pp), H. perforatum subsp. veronense (pv) i H. hirsutum (h) prema snaznijoj sposobnosti inhibicije
a-amilaze. Nasuprot, u negativnom delu DA 1 se uocava grupisanje uzoraka H. rumeliacum subsp.
rumeliacum (ru) kao posledice slabijeg antiamilaznog potencijala. lzdvajanje uzoraka H.
calycinum (c) u negativnom delu druge kanonijske diskriminantne ose posledica je slabije
sposobnosti inhibicije AChE.

Klaster analiza primenjena na rezultate odredivanje potencijala inhibicije bioloski

znacajnih enzima predstavnika roda Hypericum rezultovala je fenogramom na slici 83, gde se
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jasno vidi odvajanje uzoraka H. calycinum, pripadnika jedne od filogenetski najstarijih sekcija

roda, od uzoraka preostalih ispitanih taksona.
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Slika 83. Fenogram taksona roda Hypericum; inhibicija bioloski znacajnih enzima.

Za analizu unutarsekcijskih diskriminicija medu uzorcima na osnovu varijabli koje opisuju
potencijal inhibicije bioloski znacajnih enzima primenjena je CDA, pri ¢emu je kao grupna
varijabla odabrana pripadnost filogenetskoj sekciji roda. Uoceno je da prve dve diskriminantne
funkcije opisuju >80% razlika medu ispitanim uzorcima (tabela 29, prilog 16.2.).
Diskriminacijama uzoraka po osnovi prve diskriminantne funkcije najviSe doprinose varijable koje
opisuju antihiperglikemijsko delovanje ispitanih ekstrakta, dok po osnovi druge diskriminantne
fukcije je to varijabla koja opisuje njihov antiholinesterazni potencijal.

Tabela 29. Koeficijenti opterecenja kvantitativnih varijabli u odnosu na prve dve kanonijske

diskriminantne ose; inhibicija bioloski zna¢ajnih enzima - sekcije.

Varijable DAl DA2
AChE 0,204374  0,940979
a-amilaza 0,681016  -0,049997
a-glukozidaza 0,688212  -0,422616
MAO-A 0,115199  -0,054535
MAO-B -0,394273  -0,382875
Vrednosti karakteristi¢nih vektora ~ 0,521416 0,427931
Kumulativni odnos 0,446675  0,813264

Polozaj uzoraka ispitanih taksona pripadnika sekcija i njihovih centroida u prostoru
definisanom sa prve dve kanonijske diskriminantne ose pokazuje nemoguénost razdvajanja sekcija

Hypericum (HY), Taeniocarpium (TA), Adenosepalum (AS) i Drosicarpium (DR) usled
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medusobnog preklapanja i izrazene varijabilnosti dobijenih rezultata (slika 84). Medutim, u
pozitivnom delu DA1 izdvajaju se uzorci sekcije Olympia (OL) kao posledica zabelezenog slabijeg
potencijala inhibicije a-amilaze i a-glukozidaze. Nasuprot, u negativnom delu DAL pozicionirani
su uzorci sekcije TA koji pokazuju snazniji potencijal inhibicije a-amilaze i a-glukozidaze, ali i
odredenu varijabilost u pogledu antiholinesteraznog delovanja. U odnosu na DA2, uoceno je

izdvajanje sekcije Ascyreia (AC) kao posledice slabog antiholinesteraznog potencijala.
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Slika 84. Polozaj A) uzoraka taksona pripadnika sekcija roda Hypericum i njihovih B)

centroida u prostoru definisanom sa prve dve kanonijske diskriminantne ose.

Primenom klaster analize na rezultate odredivanja potencijala inhibicije bioloSki znacajnih
enzima predstavnika roda Hypericum, pri ¢emu je kao grupna varijabla uzeta filogenetska sekcija
kojoj ispitani uzorci pripadaju, dobijen je fenogram predstavljen na slici 85. Jasno se vidi odvajanje
najstarije ispitane filogenetske sekcije roda od ostalih sekcija na osnovu iskazanog potencijala

inhibicije bioloski znacajnih enzima odgovarajuéih uzoraka.
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Slika 85. Fenogram sekcija roda Hypericum; inhibicija bioloski znacajnih enzima.

Unutarsekcijski model ispitivanja diskriminacija uzoraka na osnovu sposobnosti inhibicije

bioloski znacajnih enzima analiziran je pomoc¢u CDA 1 obuhvatio je samo sekcije iz kojih je viSe

od jednog taksona ispitano, tj. Drosicarpium i Hypericum.

1. Drosicarpium

Primenom CDA uocava se da prve dve diskriminantne funkcije opisuju >80% razlika u

potencijalu uzoraka da inhibiSu bioloski znac¢ajne enzime. Najveci doprinos diskriminacijama po

osnovi prve diskriminantne funkcije pokazuje varijabla koja opisuje anti-a-amilazni potencijal,

odnosno u slu¢aju druge diskriminantne funkcije je to varijabla koja opisuje antiholinesterazni

potencijal (tabela 30, prilog 16.3.).

Tabela 30. Koeficijenti opterecenja kvantitativnih varijabli u odnosu na prve dve kanonijske ose;

inhibicija bioloski znac¢ajnih enzima - sekcija Drosicarpium.

Varijable DAl DA2
AChE -0,556551  0,901490
a-amilaza -0,959395  -0,282794
a-glukozidaza -0,171668 -0,336762
MAO-A 0,166796  0,056526
MAO-B 0,213473  -0,427431
Vrednosti karakteristi¢nih vektora ~ 0,510589 0,224300
Kumulativni odnos 0,575837  0,828801

Polozaj uzoraka ispitanih taksona sekcije Drosicarpium i njhovih centroida u prostoru

definisanom sa prve dve kanonijske diskriminantne ose ukazuje na nemogucnost razdvajanja

pojedinacnih taksona usled velikih preklapanja nastalih kao posledica velike varijabilnosti u

odredenom potencijalu inhibicije bioloSki znacajnih enzima, narocito prisutne kod uzoraka H.

rumeliacum subsp. rumeliacum (ru), H. barbatum (b) i H. montbretii (mb) (slika 86). Uzorci H.
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spruneri (s), H. richeri subsp. grisebachii (rg) i H. rochelii (ro) su pozicionirani u pozitivnom delu

prve kanonijske diskriminantne ose kao posledica snaznije sposobnosti inhibicije a-amilaze.
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Slika 86. Polozaj A) uzoraka taksona sekcije Drosicarpium i njihovih B) centroida u prostoru
definisanim sa prve dve kanonijske diskriminantne ose.

Primenom klaster analize na rezultate ispitivanja inhibicionog potencijala bioloski
znacajnih enzima uzoraka sekcije Drosicarpium dobijen je fenogram prikazan na slici 87. Uocava
se odvajanje uzoraka H. montbretii, kao i medusobno grupisanje uzoraka H. richeri subsp.

grisebachii i H. spruneri, odnosno uzoraka H. rochelii i H. barbatum.

mb
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Slika 87. Fenogram taksona sekcije Drosicarpium; inhibicija bioloski zna¢ajnih enzima.
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2. Hypericum

Primenom CDA uocava se da prve dve diskriminantne funkcije opisuju >80% razlika medu
uzorcima ispitanih taksona u potencijalu inhibicije bioloski znacajnih enzima. Pritom, najveci
doprinos diskriminacijama po osnovi prve diskriminantne funkcije pokazuju varijable koje opisuju
anti-MAO-B i antiholinesterazni potencijal, dok je u slucaju druge diskriminantne finkcije to
varijabla koja opisuje anti-a-glukozidazni potencijal (tabela 31, prilog 16.4.).
Tabela 31. Koeficijenti opterecenja kvantitativnih varijabli u odnosu na prve dve kanonijske ose;

inhibicija bioloski znac¢ajnih enzima - sekcija Hypericum.

Varijable DAl DA2
AChE 0,65830  -0,317533
a-amilaza 0,23604  0,322014
a-glukozidaza 0,42120  0,706624
MAO-A 0,41231  -0,645688
MAO-B -1,06208  -0,431598
Vrednosti karakteristi¢nih vektora ~ 0,94570 0,555069
Kumulativni odnos 0,50709  0,804720

Polozaj uzoraka ispitanih taksona u prostoru definisanim sa prve dve kanonijske

diskriminantne ose pokazuje nemogucnost izdvajanja taksona H. maculatum subsp. immaculatum

(mi) i H. tetrapterum (t) usled zajednickog grupisanja i velike varijabilnosti (Slika 88).
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Slika 88. Polozaj A) uzoraka taksona sekcije Hypericum i njihovih B) centroida u prostoru

5 pp
e pv

1.0

08

06

04

02

0.0

-0.2

04

-06

-0.8

i

.3

definisanom sa prve dve kanonijske diskriminantne ose.

U pozitivnom delu DAL grupisu se uzorci H. maculatum subsp. maculatum (mm) kao

posledica snaznijeg anti-MAO-B i slabijeg antiholinesteraznog potencijala, odnosno u negativhom
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delu DA1 grupiSu se uzorci H. perforatum subsp. perforatum (pp). Interesantno je razdvajanje

uzorka H. perforatum subsp. veronense (pv) od uzoraka filogenetski srodnog taksona (pp).
Klaster analiza primenjena na rezultate odredivanja inhibicije bioloski znacajnih enzima

taksona sekcije Hypericum rezultovala je fenogramom na slici 89 gde se uocava razli¢itost uzoraka

H. perforatum subsp. veronense od uzoraka ostalih ispitanih taksona sekcije Hypericum.

mi

pp

mm

pv

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Slika 89. Fenogram taksona sekcije Hypericum; inhibicija bioloski znacajnih enzima.

5.3.2.5. Statisticka obrada podataka dobijenih ispitivanjem potencijala inhibicije bioloski

znacajnih enzima od strane uzoraka monokomponentnih cajeva na bazi kantariona

Model varijabilnosti  potencijala ekstrakata komercijalno  dostupnih  uzoraka
monokomponentnih ¢ajeva na bazi kantariona da inhibiSu bioloSki znacajne enzime ispitan je
pomocu Analize glavnih komponenti. Na osnovu vrednosti polaznih varijabli izraCunati su
karakteristi¢ni vektori i odredene glavne komponente. Uocava se da prve dve vektorske ose PCA
opisuju vise od 57% varijabilnosti dobijenih rezultata (tabela 32).

Tabela 32. Vrednosti karakteristi¢nih vektora i procenat kumulativne varijabilnosti za prve dve

glavne ose PCA; inhibicija bioloSki zna¢ajnih enzima - uzorci Cajeva.

PCAosa Vrednosti karakteristi¢nih vektora ~ Kumulativna varijabilnost (%)
1 1,835498 36,7100
2 1,028288 57,2757

Najveci doprinos veli¢ini varijabilnosti inhibicionog potencijala enzimske aktivnosti po

osnovi prve glavne komponente pokazuju varijable koje opisuju antihiperglikemijski potencijal

ekstrakata (inhibicija a-amilaze i a-glukozidaze), dok je oblik vrijabilnosti po osnovi druge glavne

141



Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

komponente najbolje odreden varijablom koja sumira rezultate anti-MAO-A potencijala (slika
90A). Polozaj ispitanih uzoraka u prostoru definisanom sa prve dve glavne ose pokazuje u
pozitivnom delu PCA1 grupisanje uzoraka iz Drac¢a (DR2, DR3), Budve (BD) i Trebinja (TR1),
odnosno uzoraka iz Tetova (TE) i Banja Luke (BL) prema slabom antihiperglikemijskom
potencijalu (slika 90B). Sa druge strane, velina preostalih uzoraka se odlikuje snaZznijom
sposobnosc¢u inhibicije navedenih enzima. Dodatno, u pozitivnom delu druge vektorske ose su se

izdvojili uzorci iz Ribari¢a (RI) i sa Ohrida (OH2) prema slabijem potencijalu inhibicije MAO-A.
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Slika 90. A) Opterecenja PCA1 i PCA2 i B) polozaj ispitanih uzoraka monokomponentnih

¢ajeva na bazi kantariona u prostoru definisanom sa prve dve glavne ose.

5.3.3. Ispitivanje antiproliferativnog potencijala

Antiproliferativni potencijal vodeno-alkoholnih ekstrakata odabranih uzoraka pojedinih
taksona roda Hypericum (H. perforatum subsp. perforatum, H. rochelii, H. richeri subsp.
grisebachii, H. rumeliacum subsp. rumeliacum, H. hirsutum, H. olympicum, H. spruneri, H.
tetrapterum i H. barbatum), kao i kombinacije vodeno-alkoholnih ekstrakata i bleomicina, je in
vitro ispitan SRB-testom na jednoj zdravoj (MRC-5) i tri tumorske ¢elijske linije (HeLa, Hs294T
i HT-29). Takode, odreden je parametar selektivne citotoksi¢nosti (NT/T) koji pokazuje u kolikoj
meri ekstrakt inhibira rast malignih ¢elijskih linija u poredenju sa zdravim ¢elijama. Na osnovu
krivih koje opisuju zavisnost prezivelih ¢elija od koncentracije primenjenih ekstrakata (slike 91-

99), izraCunate su odgovarajuce ECso vrednosti.
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Antiproliferativni efekat ekstrakata taksona roda Hypericum je bio umeren do slab na
¢elijskoj liniji zdravih fibroblasta (ECso = 102,82 - 1059,00ug/mL), pri ¢emu je najjace
citotoksi¢no dejstvo imao ekstrakt H. barbatum (b17) (tabela 33).

Tabela 33. Ispitivanje antiproliferativnog potencijala vodeno-alkoholnih ekstrakata uzoraka

predstavnika roda Hypericum (ECso vrednosti)

Usorak ECso (ug/mL)

MRC-5 Hela Hs-294T HT-29
pp107 480,62 340,94 468,94 342,46
ro5 154,08 308,14 1027,51 953,80
rgs 472,81 271,57 1260,38 756,42
ru2l 250,46 335,80 642,71 761,86
h3 235,52 543,22 474,38 744,09
ol 538,03 843,06 >1200,00 >1200,00
sl 1059,00 644,46 992,97 >1200,00
t3 254,15 655,17 844,84 >1200,00
b17 102,82 754,58 848,05 >1200,00

Slican opseg variranja ECso vrednosti se moze videti i kod ¢elijske linije karcinoma
cerviksa (HelLa) gde je ekstrakt H. richeri subsp. grisebachii (rg5) pokazao najvisu
antiproliferativnu aktivnost (ECso = 277,57ug/mL). Medutim, kod preostale dve maligno
transformisane linije zabelezena je slabija antiproliferativna aktivnost ekstrakata predstavnika roda
Hypericum, i to naroCito kod c¢elija melanoma (Hs294T), gde je najniza ECso vrednost od
468,94pg/mL bila u tretmanu sa ppl07, dok je kod celija kolorektalnog karcinoma (HT-29)
najefikasniji bio takode ekstrakt ppl07 sa ECsp od 342,46ug/mL. Dosadasnja istrazivanja
antiproliferativnog potencijala razli¢itih vrsta roda Hypericum ispitanih in vitro ukazuju na to da
se zabelezeni antitumorski efekti kre¢u od znacajnih do njihovog potpunog odsustva [246-259].
Rezultati naseg istrazivanja su u skladu sa rezultatima prethodno publikovanim za H. perforatum
na Hela celijskoj liniji [246, 260], odnosno na ¢elijama kancera prostate (ECso = 420ug/ml), sto
je verovatno posledica prisustva jedinjenja iz klase naftodiantrona i florglucinola, ali i apigenina i
njegovih dimera u ispitanim ekstraktima [247, 261-263]. Kada je u pitanju ekstrakt najcesce
izuCavanog predstavnika roda - H. perforatum subsp. perforatum (pp107), moze se reci da je

njegov antiproliferativni efekat bio izraZeniji na Celijskim linijama karcinoma grli¢ca materice
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(ECs0 = 340,94ug/mL) i kolona (ECsg = 342,46pg/mL) u poredenju sa ¢elijama melanoma i
zdravim fibroblastima.

Rezultati ispitivanja selektivne citotoksi¢nosti (NT/T) su pokazali da su ekstrakti pp107,
rg5 i sl umereno selektivni prema ¢elijama kancera grli¢a materice, a takode i da je ekstrakt pp107
umereno selektivan prema ¢elijama kancera kolona (tabela 34).

Tabela 34. Rezultati selektivne citotoksi¢nosti (NT/T) vodeno-alkoholnih ekstrakata uzoraka

predstavnika roda Hypericum (NT - netumorska i T - tumorska celijska linija).

Uzorak NTT

HelLa Hs-294T  HT-29
pp107 1,41 1,02 1,40
ro5 0,50 0,15 0,16
rg5s 1,70 0,37 0,63
ru2l 0,75 0,39 0,33
h3 0,43 0,50 0,32
ol 0,64 <0,45 <0,45
sl 1,64 1,07 <0,88
t3 0,39 0,30 <0,21
b17 0,14 0,12 <0,09

Prilikom analize antiproliferativnog potencijala biljnog ekstrakta prvenstveno je potrebno
paznju usmeriti na hemijski sastav samog ekstrakta (prilog 5). Naime, u ispitivanim ekstraktima
su identifikovana i kvantifikovana razlifita jedinjenja za koja je poznato da ispoljavaju
antiproliferativnu aktivnost (hiperforin, hipericin, kvercetin i hlorogenska kiselina). Tako je na
primer, hiperforin, ¢ija se koncentracija u nasim ekstraktima kretala od 2,60 do 12,60mg/g s. e.,
jedinjenje sa obecavaju¢im antitumorskim delovanjem, koje dovodi do smanjenja proliferacije
velikog broja maligno transformisanih ¢elijskih linija kao $to su na primer ¢elijska linija karcinoma
dojke, skvamozno celularnog karcinoma, melanoma, glioma, fibrosarkoma, hroni¢ne mijeloidne
leukemije, limfoma i limfocita [248-251, 264]. Stavise, derivat hiperforina hiperatomarin izolovan
iz H. annulatum subsp. annulatum pokazao je izuzetan citotoksi¢ni potencijal in vitro u odnosu na
daunorubicin, pri ¢emu su se kao posebno osetljive izdvojile ¢elijske linije multiplog mijeloma
(U-266), non-Hodzkinovog limfoma (DOHH-2) i kancera dojke (MCF-7) [265]. Jedan od

mehanizama kojima se objasnjava citotoksi¢nost hiperforina jeste apoptoza [249, 264]. Potvrdeno
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je da hiperforin dovodi do brzog gubitka membranskog potencijala mitohondrija i posledi¢nog
oslobadanja citohroma C, zahvaljuju¢i kojima dolazi do smanjenja veli¢ine metastaza karcinoma
kolona i stepena proliferacije mononukleocita periferne krvi [250]. Molekularni mehanizam koji
se aktivira hiperforinom u hroni¢noj i akutnoj mijeloidnoj leukemiji je aktivacija proapoticnih
proteina Bad i Noxa iz familije Bcl-2 [256]. In vivo, antiproliferativni efekat hiperforina se
objasnjava inhibicijom angiogeneze [120, 249, 266], a istrazivanja pokazuju da ¢ak postoji i
komparabilnost sa paklitakselom (antioneoplasti¢ni lek prirodnog porekla), uz izostajanje znaka
akutne toksic¢nosti [250].

Druga komponenta koja in vitro ima antitumorsko dejstvo na velikom broju humanih
kancerskih celijskih linija jeste hipericin [252-254, 267]. On je u naSim vodeno alkoholnim
ekstraktima bio zastupljen u koncentracijama od 0,66 do 10,58mg/g s. e. Mehanizam
antiproliferativnog efekta hipericina je naj¢esce indukcija apoptoze [251]. Pokazano je da hipericin
ispoljava antitumorsko dejstvo na celije adenoma putem inhibicije protein kinaze C, porodice
enzima koji kontroliSu dejstvo drugih proteina [264]. Sa druge strane, prema rezultatima
Jendzelovska i sar. [254], hipericin dovodi do povecane ekspresije proteina povezanog sa
rezistencijom na vise lekova (MRP1) i proteina povezanog sa rezistencijom kancera dojke
(BCRP), ¢&iji su potencijalni supstrati mitoksantron i cisplatina. Medutim, iako bi bilo o¢ekivano
da hipericin sa povecanjem ekspresije ovih transportnih proteina dovodi do smanjenja efekta
tretmana mitoksantronom i cisplatinom, pretreman tumorskih ¢elijskih linija hipericinom zapravo
dovodi do povecanog antitumorskog efekta, jer se smatra da je 1 sam hipericin supstrat ovih
transportnih proteina.

Pored hipericina 1 hiperforina pokazano je i da flavonoidi poput kvercetina inhibiSu rast
kancerskih ¢elija [251]. Medutim, bez obzira na potvrdena antiproliferativna svojstva pojedinacnih
konstituenata ekstrakata predstavnika roda Hypericum, evaluaciju efekata ne bi trebalo vezivati
samo za procentualno ucesée najzastupljenijih jedinjenja, ve¢ treba imati u vidu da bioloski efekat
predstavlja rezultat zajednickog delovanja svih sastojaka ekstrakata.

Nezadovoljavajuca efikasnost antitumorske terapije koja je u velikoj meri propracena sa
slabom selektivno$¢u primenjenih terapeutika, podsti¢e dalje istrazivanja u pravcu skriniga
antiproliferativnog efekta kombinacija konvencionalnih agenasa namenjenih terapiji karcinoma i
proizvoda prirodnog porekla. Poznato je da proizvodi prirodnog porekla u kombinaciji sa

konvencionalnim lekovima mogu dovesti do promene efekta samog leka, i to najéesée uti¢uci na
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signalnu kaskadu transportnih proteina i enzima, $to moze uticati na promenu regulacije njihovog
metabolizma [268]. Zbog svega navedenog, kao i zbog ¢injenice da antineoplasti¢ni lek bleomicin
(BLM) takode pripada i grupi lekova povezanih sa osetljivoséu na zra¢nu terapiju [269], u ovom
radu je analiziran zajednicki efekat vodeno-alkoholnih ekstrakata predstavnika roda Hypericum i
antineoplasticnog leka bleomicina.

Rezultati tretmana ¢elijskih linija kombinacijom ispitivanih ekstrakata Hypericum vrsta i
BLM (100pg/mL) su predstavljeni u tabeli 35. Sirok opseg variranja izra¢unatih ECsp vrednosti se
moze primetiti kod svih ispitanih ¢elijskih linija. Na ¢elijskoj liniji karcinoma cerviksa uoc€ljiv je
izrazit citotoksi¢ni efekat pri kotretmanu sa ekstraktima pp107, rg5 i h3. Jo$ optimisti¢niji rezultati
se dobijaju na ¢elijskoj liniji melanoma gde su narocito efikasne bile kombinacije bleomicina i
ekstrakata pp107 i ro5. Medutim, u slu¢aju HT-29 ¢elijske kulture snazan citotoksic¢ni efekat
kotretmana se uocava jedino prilikom primene ekstrakta H. perforatum subsp. perforatum (pp107).

Tabela 35. Ispitivanje antiproliferativnog potencijala kombinacije vodeno-alkoholnih

ekstrakata predstavnika roda Hypericum i BLM (ECsg vrednosti).

Uzorak ECso (ng/mL)

MRC-5 Hela Hs-294T HT-29
ppl07 2,76 <0,10 <0,10 4,21
ro5 50,31 <0,10 7,44 207,70
rgs 14,23 <0,10 n. d. 220,10
ru2l 54,97 n. d. n. d. 426,63
h3 97,25 12,58 <0,10 191,82
ol 69,69 n. d. <0,10 >1200
sl n. d. n. d. n. d. n. d.
t3 5,20 150,59 <0,10 1115,00
b17 57,87 280,44 <0,10 >1200,00

Tabela 36. Rezultati ispitivanja citotoksi¢nosti BLM (ECso vrednosti).

ECso (ng/mL)
MRC5 HelLa Hs-294T HT-29
BLM 80,30 77,2 45,18 165,31
NT/T
/ 1,04 1,77 0,49
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Izuzetno visoku selektivnost (tabela 37), prema ¢elijama kancera cerviksa u kotretmanu sa
bleomicinom imao je ekstrakt ro5, a neSto manju rg5 i pp107. Kada je u pitanju Hs-294T ¢elijska
linija melanoma, izrazito visoka selektivnost je uoc¢ena u kotretmanu sa ekstraktima h3, ol i bl7,
odnosno visoka selektivnost kod ekstrakata t3 i ppl07, §to govori u prilog snaznom
antiproliferativnom potencijalu navedenih vodeno-alkoholnih ekstrakata predstavnika roda
Hypericuma u koterapiji karcinoma cerviksa i melanoma. Sa druge strane, u slucaju kulture ¢éelija
adenokarcinoma kolona se, pored ve¢ pomenute neefikasnosti kotretmana, primecuje i niska
selektivnost.

Tabela 37. Rezultati selektivne citotoksi¢nosti (NT/T) kombinacije vodeno-alkoholnih
ekstrakata predstavnika roda Hypericum i BLM (NT - netumorska i T - tumorska ¢elijska
linija).

NT/T

Hela Hs-294T HT-29
ppl07 >27,66 >27,66 0,66

Uzorak

ro5 >503,10 6,76 0,24
rgs >142,30 n.d.* 0,06
ru2l n. d. n. d. 0,13
h3 7,73 >972,5 0,51
ol n. d. >696,90 <0,06
sl n. d. n. d. n. d.
t3 0,03 >52 0,05
b17 0,21 >578,70 <0,05

Pregledom literature o efektima istovremene primene ekstrakata Hypericum vrsta i
konvencionalne antitumorske terapije, mogu se uociti opre¢ni rezultati. Naime, oni se krecu od
povecéanja antiproliferativnog efekta na tumorske celije [270-273], pa do povecane ekspresije
proteina vezanog za rezistenciju na konvencionalnu hemioterapiju i smanjenja efikasnosti leka in
vivo [254, 274-276]. Kotretman ekstraktom H. perforatum (60ug/ml) i citostaticima, pri njihovim
ECso koncentracijama, je u sprovedenim in vitro istrazivanjima rezultirao ve¢im citostatskim
efektom na HelLa celijskoj liniji u odnosu na same citostatike [270]. Takode, in vivo ispitivanja su
pokazala da komedikacija sa ekstraktima H. perforatum moze povecati efikasnost antikancerske
terapije [273]. Istrazivanje Shahani i sar. [277] je pokazalo da BLM u kombinaciji sa metanolnim

ekstraktom hajducke trave (Achillea millefolium, Asteraceae) na ¢elijskoj liniji karcinoma prostate
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(DU-145) dovodi do dozno zavisnog antiproliferativnog efekta, dok ista kombinacija nije ispoljila
citotoksi¢nost na zdravoj ¢elijskoj liniji humanih fibroblasta (HFFF2). Ne manje vazno je istaéi i
da sam BLM istovremeno predstavlja i radiomimetik koji indukuje osStec¢enje DNK sli¢no
jonizujuc¢em zracenju [278]. Oba ova agensa su nezavisna od S-faze Celijskog ciklusa i deluju na
oSte¢enje hromozoma u svim stadijumima c¢elijskog razvoja [279]. Tako, kao posledica dejstva
BLM, dolazi do cepanja lanaca DNK, formiranja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, posledi¢nog
oksidativnog stresa, rupture mitohondrija i kao krajnji rezultat do apoptoze [280]. Nadalje,
literaturni podaci pokazuju da u kotretmanu hipericina i hiperforina sa daunorubicinom, dolazi do
inhibicije transporta daunorubicina iz ¢elija, uz posredstvo P-glikoproteina (P-gp), Sto kao pocetnu
posledicu ima povecanje intracelularne koncentracije leka, ali vremenom dolazi do smanjenja
koncentracije leka usled indukcije P-gp [281]. Kvercetin je pokazao sinergisticki efekat sa
busulfanom na ¢elijskoj liniji leukemije i sa doksorubicinom na ¢elijskoj liniji multirezistenog
kancera dojke. Takode, istraZzivanja su pokazala da kvercetin povecava citotoksi¢ni efekat
ciklofosfamida i smanjuje rezistenciju tumorskih Celija na gemcitabin, topotekan, vinkristin,
paklitaksel i doksorubicin [282-287]. lako su u prethodno navedenim istrazivanjima evaluirani
antiproliferativni efekti kotretmana pojedinih jedinjenja prisutnih u ekstraktima predstavnikaroda
Hypericum i citostatika, treba imati u vidu da su u ovom radu bile analizirane smeSe navedenih
supstanci, $to predstavlja daleko sloZeniji model za prou€avanje mehanizama koji su ukljuceni u

krajnji antiproliferativni efekat.
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Slika 91. Antiproliferativni potencijal ekstrakta H. perforatum subsp. perforatum (pp107); BLM - bleomicin. Rezultati su predstavljeni kao srednja

vrednost + SD iz dva eksperimenta, svaki u kvadriplikatu (n=4).
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Slika 92. Antiproliferativni potencijal ekstrakta H. rochelii (ro5); BLM - bleomicin. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD iz dva

eksperimenta, svaki u kvadriplikatu (n=4).
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Slika 93. Antiproliferativni potencijal ekstrakta H. richeri subsp. grisebachii (rg5); BLM - bleomicin. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost

+ SD iz dva eksperimenta, svaki u kvadriplikatu (n=4).
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Slika 94. Antiproliferativni potencijal ekstrakta H. rumeliacum subsp. rumeliacum (ru21); BLM - bleomicin. Rezultati su predstavljeni kao srednja

vrednost + SD iz dva eksperimenta, svaki u kvadriplikatu (n=4).
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Slika 95. Antiproliferativni potencijal ekstrakta H. hirsutum (h3); BLM - bleomicin. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost £ SD iz dva

eksperimenta, svaki u kvadriplikatu (n=4).
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Slika 96. Antiproliferativni potencijal ekstrakta H. olympicum (01); BLM - bleomicin. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD iz dva

eksperimenta, svaki u kvadriplikatu (n=4).
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Slika 97. Antiproliferativni potencijal ekstrakta H. spruneri (s1); BLM - bleomicin. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost £ SD iz dva
eksperimenta, svaki u kvadriplikatu (n=4).
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Slika 98. Antiproliferativni potencijal ekstrakta H. tetrapterum (t3); BLM - bleomicin. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost £ SD iz dva

eksperimenta, svaki u kvadriplikatu (n=4).
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Slika 99. Antiproliferativni potencijal ekstrakta H. barbatum (b17); BLM - bleomicin. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD iz dva

eksperimenta, svaki u kvadriplikatu (n=4).
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5.4. Morfoloska i mikromorfoloska kontrola ¢ajeva na bazi kantariona i odredivanje stepena

usitnjenosti

5.4.1. Morfoloska i mikromorfoloSka kontrola kvaliteta monokomponentnih Cajeva na bazi

kantariona

Rezultati morfoloske kontrole uzoraka monokomponentnih Cajeva na bazi kantariona
dostupnih na trziStu centralnog dela Balkanskog poluostrva su dati u prilogu 17. Neophodno je
napomenuti da su kontroli podvrgnuti samo ¢ajevi kod kojih se droga nalazila u in toto obliku jer
kod usitnjenih (stepen usitnjenosti < 6.33mm, slika 2) ¢ajeva nije bilo moguée pouzdano izvrsiti
identifikaciju morfoloskih karaktera neophodnih za determinaciju bioloSkog izvora. Kod svih
ispitanih uzoraka kao bioloski izvor droge je identifikovan H. perforatum. Medutim rezultati su
pokazali razli¢itu zastupljenost podvrsta perforatum (47,62%, 10/21), veronense (38,10%, 8/21) i

latifolium (14,29%, 3/21). Tom prilikom na fotografijama su zabeleZzeni morfoloski karakteri

vvvvv
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H. perforatum ssp.  H. perforatum ssp.  H. perforatum ssp.  H. perforatum ssp.  H. maculatum ssp.  H. maculatum ssp. H. x deset B
o o ) . X desetangsii
perforatum veronense latifolium angustifolium maculatum immaculatum

Slika 100. Morfoloski karakteri neophodni za razlikovanje podvrsta H. perforatum i najcescih falsifikata Hyperici herba (A - stabljika,

B - list, C - ¢a$i¢ni listi¢i i D - kruni¢ni listici.
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Rezultati detaljne hemijske karakterizacije (prilog 5, poglavlje 5.2.) ispitanih podvrsta H.
perforatum su pokazali podjednaku zastupljenost jedinjenja od znacaja u vodeno-alkoholnim
ekstraktima H. perforatum subsp. perforatum, H. perforatum subsp. latifolium i H. perforatum
subsp. veronense (slika 101). Medutim, uzorak H. perforatum subsp. angustifolium se izdvojio od

prethodna tri taksona po znatno viSem sadrzaju hipericina i hiperforina.
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Slika 101. Hemijska karakterizacija vodeno-alkoholnih ekstrakata H. perforatum ssp.
angustifolium, H. perforatum ssp. latifolium, H. perforatum ssp. perforatum i H. perforatum

SSp. veronense.
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5.4.2. Odredivanje stepena usitnjenosti

Monografija Hyperici herba dostupna u 8. Evropskoj farmakopeji propisuje da drogu ¢ine
osusSeni vrSni delovi kantariona prikupljeni tokom perioda cvetanja, celi ili izlomljeni u komade
[21]. Pravilnik o kvalitetu Caja, biljnog ¢aja i njihovih proizvoda Republike Srbije definise biljni
¢aj kao ,,ujednaceno usitnjen i osuSen deo biljke (plod ili delovi ploda, seme, cvet, delovi cveta,
list, herba, stabljika, kora, koren, rizom, vreze ili krtola) od kojih se na uobicajen naCin moze
pripremiti napitak, a u koji spadaju voéni €aj i meSavina biljnog caja“, doduse bez navodenja
zahtevanog stepena usitnjenosti [288]. Rezultati ispitivanja stepena usitnjenosti komercijalno
dostupnih monokomponentnih ¢ajeva na bazi kantariona prikupljenih na teritoriji centralnog dela
Balkanskog poluostrva, ali i Evropskih zemalja (Nemacka, Austrija, Ceska, Turska, Rusija)
predstavljeni su u tabeli 38.

Tabela 38. Usitnjenosti uzoraka ¢aja od kantariona.

Uzorak Pakovanje / izgled Sito Uzorak Pakovanje / izgled Sito
k1 Usitnjeni vrs$ni delovi biljke u cvetu >6,33mm k24 Usitnjeni vrsni delovi biljke u cvetu >6,33mm
k2 Neusitnjeni vr$ni delovi biljke u cvetu In toto k25 Neusitnjeni vr$ni delovi biljke u cvetu In toto
k3 Neusitnjeni vr$ni delovi biljke u cvetu In toto k26 Neusitnjeni vr$ni delovi biljke u cvetu In toto
k4 Neusitnjeni vr$ni delovi biljke u cvetu In toto k27 Neusitnjeni vrsni delovi biljke u cvetu In toto
k5 Neusitnjeni vrsni delovi biljke u cvetu In toto k30 Usitnjeni vrsni delovi biljke u cvetu 2mm
k6 Usitnjeni vr$ni delovi biljke u cvetu ~ >6,33mm k31 Usitnjeni vr$ni delovi biljke u cvetu >6,33mm
k7 Usitnjeni vr$ni delovi biljke u cvetu 2mm k37 Filter kesice, usitnjeni vr$ni delovi biljke u cvetu 3,15mm
k8 Usitnjeni vr$ni delovi biljke u cvetu 3,15mm k38 Usitnjeni vrni delovi biljke u cvetu >6,33mm
k9 Usitnjeni vr$ni delovi biljke u cvetu 3,15mm k39 Neusitnjeni vrini delovi biljke u cvetu In toto
k10 Usitnjeni vr$ni delovi biljke u cvetu 2mm k41 Neusitnjeni vr$ni delovi biljke u cvetu In toto
k11 Neusitnjeni vrsni delovi biljke u cvetu In toto k42 Neusitnjeni vr$ni delovi biljke u cvetu In toto
k12 Neusitnjeni vrini delovi biljke u cvetu In toto k43 Usitnjeni vr$ni delovi biljke u cvetu 3,15mm
k13 Neusitnjeni vrsni delovi biljke u cvetu In toto ka4 Filter kesice, usitnjeni vrsni delovi biljkeu cvetu ~ 3,15mm
k14 Usitnjeni vr$ni delovi biljke u cvetu 2mm k45 Filter kesice, usitnjeni vr$ni delovi biljke u cvetu 2mm
k16 Neusitnjeni vrsni delovi biljke u cvetu In toto k46 Filter kesice, usitnjeni vrsni delovi biljke u cvetu 2mm
k17 Neusitnjeni vr$ni delovi biljke u cvetu In toto k47 Filter kesice, usitnjeni vr$ni delovi biljke u cvetu 2mm
k18 Usitnjeni vr3ni delovi biljke u cvetu 2mm k48 Filter kesice, usitnjeni vrsni delovi biljke u cvetu 3,15mm
k19 Usitnjeni vr$ni delovi biljke u cvetu >6,33mm k49 Filter kesice, usitnjeni vr$ni delovi biljke u cvetu 2mm
k20 Neusitnjeni vrsni delovi biljke u cvetu In toto k50 Filter kesice, usitnjeni vrsni delovi biljke u cvetu 2mm
k21 Neusitnjeni vr$ni delovi biljke u cvetu In toto k51 Filter kesice, usitnjeni vr$ni delovi biljke u cvetu 2mm
k23 Neusitnjeni vr$ni delovi biljke u cvetu In toto

Uocena je najveca zastupljenost Cajeva koji se sastoje iz neusitnjenih vrsnih delova

kantariona u cvetu (in toto) (slika 102), koji su uglavnom kupljeni na pijacama i nisu propraceni
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deklaracijom prizvoda niti uputstvom za upotrebu, iako to Pravilnik o kvalitetu ¢aja, biljnog ¢aja

i njihovih proizvoda Republike Srbije nalaze [288].
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Slika 102. Rezultati ispitivanja usitnjenosti komercijalno dostupnih uzoraka ¢aja od
kantariona.

Navedena €injenica je izuzetno problematicna jer usitnjenost biljnog materijala predstavlja

jedan od klju¢nih faktora koji uti¢u na ekstrakciju aktivnih principa iz droga [289]. Neretko, takvi

¢ajevi su bili propraceni i natpisima o neutemeljenim medicinskim indikacijama (slika 103).

Slika 103. Nezakonito deklarisanje ¢aja od kantariona

Sa druge strane, razli¢it stepen usitnjenosti je primecen kod usitnjenih Cajeva kantariona
koji nisu pakovani u filter kesice. Najveéi broj uzoraka je pokazao stepen usitnjenosti 3,15mm

(41,18%, 7/17), zatim stepen usitnjenosti >6,3mm (35,29%, 6/17), dok je najmanji broj uzoraka
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bio usitnjen na nivou 2mm (23,53%, 4/17). Kod svih ¢ajeva kantariona pakovanih u filter kesice

je odreden stepen usitnjenosti 2mm.
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6. Zakljucak
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Rezultati preliminarne i1 detaljne hemijske karakterizacije visokoefikasnom te¢nom
hromatografijom uzoraka taksona roda Hypericum su pokazali varijabilnost zavisnu od
geografskog porekla biljnog materijala ukazujuc¢i na znacaj abiotickih ekoloskih faktora za sintezu
sekundarnih metabolita kod predstavnika ovog roda, Sto svakako ima uticaja na posledicnu
mogucnost variranja kvaliteta biljne droge. Uzimaju¢i u obzir sadrzaj hipericina, hiperforina,
amentoflavona, kvercetina i rutina, koji su oznaéeni kao glavni aktivni principi Hyperici herba,
moze se uociti sli¢nost hemijskih profila H. maculatum subsp. maculatum, H. maculatum subsp.
immaculatum i H. hirsutum sa zvani¢nim bioloskim izvorom droge (H. perforatum), sto sugerise
mogucnost njihove dalje eksploatacije. Medutim, neophodno je pomenuti i visok sadrzaj hipericina
i amentoflavona odreden u uzorcima H. barbatum, odnosno hiperforina i rutina u uzorcima H.
richeri subsp. grisebachii. Takode, u uzorcima H. androsaemum i H. linarioides kvantifikovan je
izuzetno visok sadrzaj kvercetina, dok su uzorci H. montanum bili bogati rutinom, $to ostavlja
moguénost primene ovih predstavnika roda Hypericum za ekstrakciju navedenih sekundarnih
metabolita. Sa druge strane, apigenin, naringenin i epikatehin u velikom broju uzoraka nisu
detektovani. Posmatraju¢i uzorke razli¢itih taksona, sadrzaj galne, hlorogenske, kafene i p-
hidroksibenzojeve kiseline bio je slican, dok u vecini slu¢ajeva ferulna kiselina nije detektovana.
Ispitivanje akumulacije sekundarnih metabolita tokom ontogenetskog razvoja je ukazalo na
najviSe koli¢ine hipericina, hiperforina, amentoflavona i rutina tokom perioda cvetanja, dok
sadrzaj kvercetina nije znacajnije varirao u zavisnosti of fenofaze u kojoj je sakupljen biljni
materijal. NajviSa akumulacija fenolnih kiselina je zapazena u periodu pre cvetanja. Kao glavni
hemotaksonomski markeri roda su izdvojeni hipericin, hiperforin, amentoflavon, rutin i kvercetin.
Medutim, multivarijantna statisticka analiza je pokazala veliku intraspecijsku 1 unutarsekcijsku
varijabilnost sadrzaja sekundarnih metabolita (narocCito kada su u pitanju rutin i1 kvercetin), te
posledi¢nu nemoguénost pouzdanog razdvajanja uzoraka razli¢itih taksona. DodusSe, na osnovu
sadrZaja hiperforina i hipericina bilo je moguce izdvojiti taksone filogenetski starijih sekcija od
mladih.

Prilikom odredivanja antioksidantnog potencijala i1 sposobnosti inhibicije bioloski
znacajnih enzima od strane vodeno-alkoholnih ekstrakta uzoraka taksona roda Hypericum takode
su zabeleZene varijacije dobijenih rezultata zavisne od geografskog porekla prikupljenog biljnog
materijala. UoCen je snaZzan antioksidantni potencijal u FRAP-testu, odnosno znacajna sposobnost

neutralizacije DPPH radikala (kod >80% ispitanih ekstrakata, 1Cso = 2 - 5ug/mL) i NO radikala
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(kod >80% ispitanih ekstrakata, 1Cso = 15 - 40ug/mL), uporediva sa antioksidantnim potencijalom
konvencionalnih antioksidanasa. Sa druge strane, sposobnost neutralizacije OH radikala i
inhibicije procesa lipidne peroksidacije je ocenjena kao umerena do slaba. Ispitivani ekstrakti su
pokazali snazniju sposobnost inhibicije MAO-A (kod >70% ekstrakata, 1Cso<10ug/mL),
uporedivu sa anti-MAO-A potencijalom moklobemida, i znatno slabiju sposobnost inhibicije
MAO-B (kod >65% ekstrakata, ICso = 50 - 100pg/mL). Pritom, po snaznijem anti-MAO-B
potencijalu izdvojili su se jedino ekstrakti H. androsaemum. Antiholinesterazni potencijal
ekstrakata taksona roda Hypericum je ocenjen kao umeren do slab (kod >80% ekstrakata, 1Cso =
500 - 2000pg/mL) u odnosu na galantamin koji je upotrebljen kao pozitivna kontrola, pri ¢emu su
najvecu sposobnost inhibicije AChE pokazali pojedini ekstrakti H. rochelii, H. olympicum f.
tenuifolium i H. degenii. Rezultati vezani za potencijalno antihiperglikemijsko delovanje
ekstrakata predstavnika roda Hypericum su pokazali njihov slab antiamilazni potencijal, odnosno
izrazito jak antiglukozidazni potencijal u poredenju sa pozitivnom kontrolom - akarbozom. Kao
najsnazniji inhibitori a-glukozidaze su se istakli ekstrakti H. androsaemum, H. calycinum i H.
umbellatum.

Antiproliferaivni potencijal odabranih ekstrakata taksona roda Hypericum bio je umeren
do slab, pracen niskom selektivno$¢u prema tumorskim ¢elijskim linijama. Medutim, kotretman
¢elijskih linija sa bleomicinom je doveo do porasta citotoksicnog efekta i1 izrazito visoke
selektivnosti prema malignim ¢elijskim linijama. Najosetljivije su bile ¢elijske linije karcinoma
cerviksa (HeLa) i melanoma (Hs294T), za razliku od ¢elija kolorektalnog karcinoma (HT-29).

Hemijska karakterizacija 1 ispitivanje bioloskog potencijala uzoraka monokomponentnih
Cajeva na bazi kantariona su pokazali varijabilnost sadrZaja aktivnih principa, odnosno razlicit
bioloski potencijal, zavisno od geografske lokacije distribucije Cajeva na trzistu. Primenom tehnika
multivarijantne statisticke analize uoceno je izdvajanje manjeg dela uzoraka ¢ajeva, Sto moze biti
uzrokovano neodgovaraju¢im bioloskim izvorom ili razli¢ito$¢u fenofaze u kojoj je biljni materijal
upotrebljen za pripremu ¢ajeva sakupljen, ali 1 razli¢itos¢u lokaliteta distribucije Cajeva na trziStu
1 lokaliteta prikupljanja biljnog materijala. Morfoloska kontrola kvaliteta je potvrdila da su kao
komponente za izradu Cajeva upotrebljene razli¢ite podvrste H. perforatum (subsp. perforatum,
subsp. veronense i subsp. latifolium). Rezultati ispitivanja stepena usitnjenosti su ukazali na

znacajan udeo neusitnjenih uzoraka ¢ajeva (in toto), odnosno razli¢it stepen usitnjenosti kod
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preostalih uzoraka, $to kao direktnu posledicu ima varijacije u koli¢ini ekstrahovanih aktivnih

principa prilikom pripreme.
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Prilog 1. Klasifikacija roda Hypericum L.

Se

kcija

Podsekcija Serija

Sekcija Podsekcija

Serija

1. Campylosporus (Spach) R. Keller

18. Taeniocarpium Jaub. & Spach

2. Psorophytum (Spach) Nyman

19. Coridium Spach

3. Ascyreia Choisy

20. Myriandra (Spach) R. Keller

4. Takasagoya (Y. Kimura) N. Robson

5. Androsaemum (Duhamel) Gordon

6.

Inodora Stef.

6a. Umbraculoides N. Robson

7. Roscyna (Spach) R. Keller

1. Centrosperma R. Keller

2. Pseudobrathydium R. Keller

3. Suturosperma R. Keller

4. Brathydium (Spach) R. Keller

5. Ascyrum (L.) N. Robson

8. Bupleuroides Stef.

21. Webbia (Spach) R. Keller

1. Stenadenum N. Robson

9. Hypericum L. 22. Arthrophyllum Jaub. & Spach
1. Hypericum 23. Triadenioides Jaub. & Spach
1. Hypericum 24. Heterophylla N. Robson
2. Senanensia N. Robson 25. Adenotrias (Jaub. & Spach) R. Keller
2. Erecta N. Robson 26. Humifusoideum R. Keller
9a. Concinna N. Robson 27. Adenosepalum Spach
9b. Graveolentia N. Robson 1. Aethiopica N. Robson
9c. Sampsonia N. Robson 2. Pubescentes N. Robson
9d. Elodeoida N. Robson 3. Caprifolia N. Robson
9e. Monanthema N. Robson 4. Adenosepalum
10. Olympia (Spach) Nyman 28. Elodes (Adans.) W. Koch
11. Campylopus Boiss. 29. Brathys (Mutis ex L. F.) Choisy
12. Origanifolia Stef. 1. Styphelioides N. Robson
13. Drosocarpium Spach 2. Phellotes N. Robson
14. Oligostema (Boiss.) Stef. 3. Brathys
15. Thasia Boiss. 4. Spachium R. Keller
16. Crossophyllum Spach 30. Trigynobrathys (Y. Kimura) N. Robson
17. Hirtella Stef. 1. Connatum (R. Keller) N. Robson

2. Knifa (Adans.) N. Robson

2. Platyadenum N. Robson

1. Lydia Sennikov

2. Scabra N. Robson

3. Abbreviata Semikov
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Prilog 2.1. Spisak taksona roda Hypericum koris¢enih u istrazivanju.

Oznaka Sekcija Vrsta Podvrsta Varijetet Forma

AD Androsaemum
ad Hypericum androsaemum L. 1753

AS Adenosepalum

an Hypericum annulatum Moris 1827 annulatum
de Hypericum degenii Bornm. 1910
m Hypericum montanum L. 1753

AC Ascyreia
c Hypericum calycinum L. 1753
CpP Campylopus

Hypericum cerastoides (Spach) N. Robson
1967

cs
TA Taeniocarpium
h Hypericum hirsutum L. 1753
| Hypericum linarioides Bosse 1835

DR Drosicarpium

mb Hypericum montbretii Spach 1836
rg Hypericum richerii Vill. 1779 grisebachii (Boiss.) Nyman 1878
s Hypericum spruneri Boiss. 1849
ro Hypericum rochelii Griseb. et Schenk 1852
b Hypericum barbatum Jacq. 1775
ba Hypericum barbatum Jacqg. 1775 acutifolium Novak 1927

Hypericum barbatum Jacq. 1775 conf. H.

bt thaesium Griseb. 1843
ru Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
rub Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 blepharophyllum

Bornm. 1925
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Prilog 2.1. Nastavak.

Oznaka Sekcija

Vrsta

Podvrsta Varijetet

Forma

oL Olympia

o]
ot

HY Hypericum
pa
pl
pp
ppm
pv
pvm
mi

mm

tq

Hypericum olympicum L. 1753

Hypericum olympicum L. 1753

Hypericum perforatum L. 1753
Hypericum perforatum L. 1753
Hypericum perforatum L. 1753
Hypericum perforatum L. 1753
Hypericum perforatum L. 1753
Hypericum perforatum L. 1753

Hypericum maculatum Crantz 1763
Hypericum maculatum Crantz 1763
Hypericum tetrapterum Fries. 1823

Hypericum triquetrifolium Turra 1765

Hypericum umbellatum A. Kern

Hypericum elegans Stephan ex Willd 1803

Hypericum x desetangsii Lamotte 1874

angustifolium (DC.) Gaud. 1829
latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
perforatum

perforatum

veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906
veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906
immaculatum (Murb.) A. Frohl. 1911

maculatum

tenuifolium (D. Jord. et
Kozuharov) N. Robson 1980

microphyllum DC 1824

microphyllum DC 1824
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Prilog 2.2. Uzorci taksona roda Hypericum Koris¢eni u istrazivanju.

Uzorak  Lokalitet Uzi lokalitet Fenofaza Datum Vrsta Podvrsta Varijetet Forma
adl_0 Beograd Botanicka basta pre cvetanja 20.06.2014. Hypericum androsaemum L. 1753
adl Beograd Botanicka basta cvetanje 20.06.2014.  Hypericum androsaemum L. 1753
adl 2 Beograd Botanicka basta g\?esgnj a 20.06.2014.  Hypericum androsaemum L. 1753
anl_0 Grdelicka klisura Momin kamen pre cvetanja 23.06.2014. Hypericum annulatum Moris 1827 annulatum
anl Grdelicka klisura Momin kamen cvetanje 23.06.2014. Hypericum annulatum Moris 1827 annulatum
anl_2 Grdeli¢ka klisura Momin kamen E\?::znja 23.06.2014. Hypericum annulatum Moris 1827 annulatum
an2 planina Sokolovica Rudare cvetanje 07.07.2013. Hypericum annulatum Moris 1827 annulatum
an3 Kanjon Matke, Makedonija cvetanje 30.05.2014. Hypericum annulatum Moris 1827 annulatum
an4 planina Kozuf, Makedonija klisura Konjske reke cvetanje 02.06.2014. Hypericum annulatum Moris 1827 annulatum

. Bajine Basta - : : .
del_0 planina Tara Kaluderske Bare pre cvetanja 12.07.2014. Hypericum degenii Bornm. 1910

. Bajine Basta - : .
del planina Tara Kaluderske Bare cvet 12.07.2014. Hypericum degenii Bornm. 1910

. Bajine Basta - posle . "
del_2 planina Tara Kaluderske Bare cvetanja 12.07.2014.  Hypericum degenii Bornm. 1910
bl planina Tara Zaovinsko jezero cvetanje 13.07.2014.  Hypericum barbatum Jacq. 1775
b2_0 planina Zlatibor Tornik staza pre cvetanja 12.07.2013. Hypericum barbatum Jacq. 1775
b2 planina Zlatibor Tornik staza cvetanje 14.07.2014. Hypericum barbatum Jacq. 1775
b2 _2 planina Zlatibor Tornik staza posle 12.07.2013.  Hypericum barbatum Jacg. 1775

cvetanja

b3_0 planina Stolovi Brezna pre cvetanja  23.06.2014.  Hypericum barbatum Jacq. 1775
b3 planina Stolovi Brezna cvet 23.06.2014. Hypericum barbatum Jacq. 1775

. . posle .
b3_2 planina Stolovi Brezna cvetanja 23.06.2014. Hypericum barbatum Jacq. 1775
b4 0 planina Go¢ pre cvetanja  23.06.2014.  Hypericum barbatum Jacq. 1775
b4 planina Go¢ cvetanje 23.06.2014.  Hypericum barbatum Jacg. 1775

. M posle .
b4 2 planina Go¢ . 23.06.2014. Hypericum barbatum Jacg. 1775

cvetanja

ba5 planina Durmitor, Crna Gora Crno jezero cvetanje 29.07.2014. Hypericum barbatum Jacqg. 1775 acutifolium Novak 1927
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Prilog 2.2. Nastavak.

Uzorak  Lokalitet Uzi lokalitet Fenofaza Datum Vrsta Podvrsta Varijetet Forma
ba6_0 planina Durmitor, Crna Gora Modro jezero pre cvetanja 30.07.2014. Hypericum barbatum Jacg. 1775 acutifolium Novak 1927
ba6 planina Durmitor, Crna Gora Modro jezero cvetanje 30.07.2014. Hypericum barbatum Jacq. 1775 acutifolium Novak 1927
ba6_2 planina Durmitor, Crna Gora Modro jezero posle cvetanja 30.07.2014. Hypericum barbatum Jacq. 1775 acutifolium Novak 1927
b7_0 Mokra gora pre cvetanja 26.07.2014. Hypericum barbatum Jacg. 1775
b7 Mokra gora cvetanje 26.07.2014. Hypericum barbatum Jacg. 1775
b7_2 Mokra gora posle cvetanja 26.07.2014. Hypericum barbatum Jacqg. 1775
b8 planina Bistra, Makedonija Medenica cvetanje 17.07.2013. Hypericum barbatum Jacqg. 1775
b9_0 planina Bistra, Makedonija Gali¢nik pre cvetanja 14.07.2013. Hypericum barbatum Jacq. 1775
b9 planina Bistra, Makedonija Gali¢nik cvetanje 14.07.2013. Hypericum barbatum Jacq. 1775
b9 2 planina Bistra, Makedonija Gali¢nik posle cvetanja 14.07.2013 Hypericum barbatum Jacqg. 1775
b10 planina Bistra, Makedonija Tonivoda cvetanje 17.07.2013. Hypericum barbatum Jacqg. 1775
b11 0 planina Gali¢ica, Makedonija Magaro pre cvetanja 19.07.2013. Hypericum barbatum Jacg. 1775
b1l planina Gali¢ica, Makedonija Magaro cvetanje 19.07.2013. Hypericum barbatum Jacq. 1775
b11_2 planina Gali¢ica, Makedonija Magaro posle cvetanja 19.07.2013. Hypericum barbatum Jacqg. 1775
b12_0 lejz:lfe.}gg{]eij; Konjsko, pre cvetanja 31.05.2014. Hypericum barbatum Jacqg. 1775
b12 ﬁ/llj;i\t gg%eij; Konjsko, cvetanje 31.05.2014. Hypericum barbatum Jacq. 1775
b12_2 R/lln Stenje - Konjsko, posle cvetanja 31.05.2014 Hypericum barbatum Jacq. 1775
akedonija
b13_0 Mariovo, Makedonija pre cvetanja 01.06.2014. Hypericum barbatum Jacq. 1775
b13 Mariovo, Makedonija cvetanje 01.06.2012. Hypericum barbatum Jacqg. 1775
b13 2 Mariovo, Makedonija posle cvetanja 01.06.2014. Hypericum barbatum Jacq. 1775
b14 planina Kozjak, Makedonja cvetanje 01.06.2014. Hypericum barbatum Jacq. 1775
b15 Pelister, Makedonija cvetanje 24.06.2014. Hypericum barbatum Jacqg. 1775
bt16 Grika pored puta Konica- cvetanje 01.06.2014. Hypericum barbatum Jacq. 1775 conf. H.

Kozani

thaesium Griseb. 1843
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Prilog 2.2. Nastavak.

Uzorak  Lokalitet Uzi lokalitet Fenofaza Datum Vrsta Podvrsta Varijetet Forma
b17_0 Sjeme¢, BiH pre cvetanja 13.07.2014. Hypericum barbatum Jacg. 1775

b17 Sjeme¢, BiH cvetanje 13.07.2014. Hypericum barbatum Jacq. 1775

b17_2 Sjeme¢, BiH posle cvetanja 13.07.2014. Hypericum barbatum Jacq. 1775

b18 Sjeme¢, BiH cvetanje 13.07.2014. Hypericum barbatum Jacg. 1775

b19 put Suvi do - Zepa, BiH cvetanje 13.07.2014. Hypericum barbatum Jacg. 1775

cl 0 Novi Sad Rakovac pre cvetanja 09.09.2013. Hypericum calycinum L. 1753

cl Novi Sad Rakovac cvetanje 01.07.2013. Hypericum calycinum L. 1753

cl 2 Novi Sad Rakovac posle cvetanja 09.09.2013. Hypericum calycinum L. 1753

c2 Halkidiki, Greka Sitonija cvetanje 02.06.2014. Hypericum calycinum L. 1753

cs1 0 planina Kozjak, Makedonja pre cvetanja 01.06.2014. ng; ricum cerastoides (Spach) N. Robson
csl planina Kozjak, Makedonja cvetanje 01.06.2014. 'l—g'g;! ricum cerastoides (Spach) N. Robson
csl_2 planina Kozjak, Makedonja posle cvetanja 01.06.2014. Hypericum cerastoides (Spach) N. Robson
cs2 planina Pirin, Bugarska iznad Popovi livadi cvetanje 25.07.2015. ]}tglg;ricum cerastoides (Spach) N. Robson
di Prijepolje, Sopotnica slapovi Sopotnice cvetanje 15.07.2014. Hypericum x desetangsii Lamotte 1874

d2 Zagubica Crni vrh cvetanje 04.07.2013. Hypericum x desetangsii Lamotte 1874

d3 Lukovska banja cvetanje 25.07.2014.  Hypericum x desetangsii Lamotte 1874

d4 planina Durmitor Zabljak cvetanje 21.08.2013.  Hypericum x desetangsii Lamotte 1874

d5 Sjeme¢, BiH cvetanje 13.07.2014. Hypericum x desetangsii Lamotte 1874

el 0 Ni§, Merogina Lalinacka slatina pre cvetanja 08.07.2013. Hypericum elegans Stephan ex Willd 1803
el Ni§, MeroSina Lalinacka slatina cvetanje 08.07.2013. Hypericum elegans Stephan ex Willd 1803
el 2 Ni§, Merosina Lalinacka slatina posle cvetanja 08.07.2013. Hypericum elegans Stephan ex Willd 1803
h1_0 Novi Sad Veternik, peskara pre cvetanja 03.07.2013. Hypericum hirsutum L. 1753

h1 Novi Sad Veternik, peskara cvetanje 03.07.2013. Hypericum hirsutum L. 1753

h1_2 Novi Sad Veternik, peskara posle cvetanja 01.09.2013. Hypericum hirsutum L. 1753
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h2_0 Fruska Gora (?fg;?;lca za Letenku i pre cvetanja 02.07.2013. Hypericum hirsutum L. 1753
h2 Fruska gora (?f:r:?ﬂ'ca za Letenku i cvetanje 02.07.2013. Hypericum hirsutum L. 1753
h2_2 Fruska Gora (?fg;?ﬂ'ca za Letenku i posle cvetanja 09.09.2013. Hypericum hirsutum L. 1753
h3 put Ragkovica - Bosut pre ulaza Vingina cvetanje 02.07.2013. Hypericum hirsutum L. 1753
Suma i loviste pre ulaza
h4_0 Hrtkovci u Hrtkovce iz pravca pre cvetanja 25.07.2013. Hypericum hirsutum L. 1753
Rume
Suma i loviste pre ulaza
ha Hrtkovci u Hrtkovce iz pravca cvetanje 25.07.2013. Hypericum hirsutum L. 1753
Rume
Suma i loviste pre ulaza
ha_2 Hrtkovci u Hrtkovce iz pravca posle cvetanja 25.07.2013. Hypericum hirsutum L. 1753
Rume
h5_0 put Donji Milanovac - planina Liskovac precvetanja  02.07.2014.  Hypericum hirsutum L. 1753
Majdanpek
hs put Danji Milanovac - planina Liskovac cvetanje 02.07.2014.  Hypericum hirsutum L. 1753
Majdanpek
put Donji Milanovac - . - . . .
h5_2 Majdanpek planina Liskovac posle cvetanja 02.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753
h6 Apatin Suma Junakovi¢ cvetanje 01.06.2013. Hypericum hirsutum L. 1753
h7 Suva planina Bo;an_mvlh_ vode - cvetanje 05.07.2013. Hypericum hirsutum L. 1753
Devojacki grob
h8 Soko Banja Soko Grad cvetanje 21.06.2014. Hypericum hirsutum L. 1753
h9 planina Tara Perucac - Mitrovac cvetanje 11.07.2013.  Hypericum hirsutum L. 1753
h10_0 planina lverak pre cvetanja 12.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753
h10 planina lverak cvetanje 12.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753
h10_2 planina lverak posle cvetanja 12.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753
h11 0 planina Guéevo pre cvetanja 12.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753
h11 planina Gucevo cvetanje 12.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753
h11_2 planina Gu¢evo posle cvetanja 12.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753
. . klisura Milesevke, . . .
h12 planina Jadovnik P cvetanje 15.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753
Hisardzik
h13 planina Jadovnik put za Sopotnicu cvetanje 15.07.2014.  Hypericum hirsutum L. 1753
h14 planina Pobijenik Milijes cvetanje 14.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753
h15 Homoljske planine Majdanpek cvetanje 02.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753
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h16 Prijepolje, Sopotnica slapovi Sopotnice cvetanje 15.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753
h17_0 planina Sokolovica Rudare pre cvetanja 07.07.2013. Hypericum hirsutum L. 1753
h17 planina Sokolovica Rudare cvetanje 01.07.2013 Hypericum hirsutum L. 1753
h17_2 planina Sokolovica Rudare posle cvetanja 07.07.2013. Hypericum hirsutum L. 1753
h18 planina Kopaonik Metode cvetanje 30.07.2013. Hypericum hirsutum L. 1753
h19 g;‘;j‘zlaze“’ - Lukovska cvetanje 25.07.2014.  Hypericum hirsutum L. 1753
h20 Lukovska banja cvetanje 25.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753
h21 planina Mucanj cvetanje 28.07.2013. Hypericum hirsutum L. 1753
h22 planina Povlen jlg\rle:rz;\jr;ja ka manastiru cvetanje 11.07.2013. Hypericum hirsutum L. 1753
h23 planina Cer cvetanje 25.07.2013. Hypericum hirsutum L. 1753
h24 planina Maljen cvetanje 31.07.2013. Hypericum hirsutum L. 1753
h25 put Mili¢i - Skelane, BIH cvetanje 13.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753
h26_0 Meandri Uvca pre cvetanja 29.07.2013.  Hypericum hirsutum L. 1753
h26 Meandri Uvca cvetanje 29.07.2013 Hypericum hirsutum L. 1753
h26_2 Meandri Uvca posle cvetanja 29.07.2013. Hypericum hirsutum L. 1753
h27 Uvac Nova Varo§ cvetanje 14.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753
h28 planina Durmitor, Crna Gora ]%i:’zlﬁl; 51(3::;1{2)1 Gora) - cvetanje 31.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753
h29_0 planina Vizitor, Crna Gora jpeez‘:r%e - Vizitorsko pre cvetanja 28.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753
h29 planina Vizitor, Crna Gora jPeiiiréoc - Vizitorsko cvetanje 28.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753
h29_2 planina Vizitor, Crna Gora jpeziirc;)c - Vizitorsko posle cvetanja 28.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753
h30 planina Vardenik Donja Ljubata cvetanje 22.07.2014.  Hypericum hirsutum L. 1753
h31 kanjon lbra Ribarice cvetanje 27.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753
h32 Kokin brod cvetanje 14.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753
h33 put Nova Varos - Prijepolje cvetanje 15.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753
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h34 Mokra gora Babin dol cvetanje 26.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753

h35 ﬂ:ﬁggm;\aﬂovsm reke, cvetanje 16.07.2013. Hypericum hirsutum L. 1753

h36 Sjeme¢, BiH cvetanje 13.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753

h37 klisura Zepe, BiH cvetanje 13.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753

h38 Han Pijesak, BiH cvetanje 13.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753

h39 Suva gora, BiH Visegrad cvetanje 13.07.2014. Hypericum hirsutum L. 1753

11 Suva planina Trem cvetanje 06.07.2013. Hypericum linarioides Bosse 1835

12 planina Durmitor, Crna Gora Zabljak cvetanje 31.07.2014. Hypericum linarioides Bosse 1835

13 planina Pirin, Bugarska Lzan?gr;zpwi livadi, put cvetanje 25.07.2015. Hypericum linarioides Bosse 1835

mil Vlasinsko jezero Okruglica cvetanje 07.07.2013. Hypericum maculatum Crantz 1763 immaculatum (Murb.) A. Frohl. 1911
mi2_0 Vlasinsko jezero Cemernik pre cvetanja 07.07.2013. Hypericum maculatum Crantz 1763 immaculatum (Murb.) A. Frohl. 1911
mi2 Vlasinsko jezero Cemernik cvetanje 07.07.2013. Hypericum maculatum Crantz 1763 immaculatum (Murb.) A. Frohl. 1911
mi2_2 Vlasinsko jezero Cemernik posle cvetanja 07.07.2013. Hypericum maculatum Crantz 1763 immaculatum (Murb.) A. Frohl. 1911
mi3 planina Tara Kaluderske Bare cvetanje 12.07.2013. Hypericum maculatum Crantz 1763 immaculatum (Murb.) A. Frohl. 1911
mi4 put Nova Varo§ - Sjenica cvetanje 15.07.2014. Hypericum maculatum Crantz 1763 immaculatum (Murb.) A. Frohl. 1911
mi5 Mokra gora Babin dol cvetanje 26.07.2014. Hypericum maculatum Crantz 1763 immaculatum (Murb.) A. Frohl. 1911
mi6_0 planina Mu¢anj Savine vode pre cvetanja 28.07.2013. Hypericum maculatum Crantz 1763 immaculatum (Murb.) A. Frohl. 1911
mi6 planina Mucanj Savine vode cvetanje 28.07.2013. Hypericum maculatum Crantz 1763 immaculatum (Murb.) A. Frohl. 1911
mi6_2 planina Mucanj Savine vode posle cvetanja 28.07.2013 Hypericum maculatum Crantz 1763 immaculatum (Murb.) A. Frohl. 1911
mi7_0 planina Maljen Div¢ibare pre cvetanja 31.07.2013. Hypericum maculatum Crantz 1763 immaculatum (Murb.) A. Frohl. 1911
mi7 planina Maljen Divéibare cvetanje 31.07.2013. Hypericum maculatum Crantz 1763 immaculatum (Murb.) A. Frohl. 1911
mi7_2 planina Maljen Div¢ibare posle cvetanja 31.07.2013. Hypericum maculatum Crantz 1763 immaculatum (Murb.) A. Fréhl. 1911
mi8_0 planina Javor Kusiéi pre cvetanja 27.07.2013. Hypericum maculatum Crantz 1763 immaculatum (Murb.) A. Fréhl. 1911
mi8 planina Javor Kusic¢i cvetanje 27.07.2013. Hypericum maculatum Crantz 1763 immaculatum (Murb.) A. Frohl. 1911
mi8_2 planina Javor Kusici posle cvetanja 27.07.2013. Hypericum maculatum Crantz 1763 immaculatum (Murb.) A. Frohl. 1911
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mi9 planina Durmitor, Crna Gora Crno jezero cvetanje 29.07.2014. Hypericum maculatum Crantz 1763 immaculatum (Murb.) A. Fréhl. 1911
mil0 planina Vizitor, Crna Gora J.';te]:gpiée - Vizitorsko cvetanje 28.07.2014. Hypericum maculatum Crantz 1763 immaculatum (Murb.) A. Frohl. 1911
mill planina Besna Kobila cvetanje 22.07.2014. Hypericum maculatum Crantz 1763 immaculatum (Murb.) A. Frohl. 1911
mil2_0 planina Bistra, Makedonija Gali¢nik pre cvetanja 14.07.2013. Hypericum maculatum Crantz 1763 immaculatum (Murb.) A. Fréhl. 1911
mil2 planina Bistra, Makedonija Gali¢nik cvetanje 14.07.2013. Hypericum maculatum Crantz 1763 immaculatum (Murb.) A. Fréhl. 1911
mil2_2 planina Bistra, Makedonija Gali¢nik posle cvetanja 14.07.2013. Hypericum maculatum Crantz 1763 immaculatum (Murb.) A. Fréhl. 1911
mml_0 planina Tara Kaluderske Bare pre cvetanja 12.07.2013. Hypericum maculatum Crantz 1763 maculatum

mm1l planina Tara Kaluderske Bare cvetanje 12.07.2013. Hypericum maculatum Crantz 1763 maculatum

mml_2 planina Tara Kaluderske Bare posle cvetanja 12.07.2013. Hypericum maculatum Crantz 1763 maculatum

mm2 planina Kopaonik Lisina cvetanje 30.07.2013. Hypericum maculatum Crantz 1763 maculatum

mm3 planina Kopaonik Suncani vrhovi cvetanje 30.07.2013 Hypericum maculatum Crantz 1763 maculatum

mm4_0 planina Kopaonik Samokovska reka pre cvetanja 31.07.2013. Hypericum maculatum Crantz 1763 maculatum

mmé planina Kopaonik Samokovska reka cvetanje 31.07.2013. Hypericum maculatum Crantz 1763 maculatum

mm4_2 planina Kopaonik Samokovska reka posle cvetanja 31.07.2013. Hypericum maculatum Crantz 1763 maculatum

mm5 Stara planina Jabucko ravniste cvetanje 20.07.2014. Hypericum maculatum Crantz 1763 maculatum

mm6 Sjemec¢, BiH cvetanje 13.07.2014. Hypericum maculatum Crantz 1763 maculatum

mm7 planina Jadovnik put za Sopotnicu cvetanje 15.07.2014.  Hypericum maculatum Crantz 1763 maculatum

ml planina Tara Ezjlil?;czfctaB;m cvetanje 12.07.2014. Hypericum montanum L. 1753

m2 Suva gora, BiH Visegrad cvetanje 13.07.2014. Hypericum montanum L. 1753

m3_0 planina Gucevo pre cvetanja 12.07.2014. Hypericum montanum L. 1753

m3 planina Gucevo cvetanje 12.07.2014. Hypericum montanum L. 1753

m3_2 planina Gu¢evo posle cvetanja 12.07.2014. Hypericum montanum L. 1753

m4 Brodarevo cvetanje 15.07.2014. Hypericum montanum L. 1753

m5 planina Javor Kusic¢i cvetanje 26.07.2013. Hypericum montanum L. 1753
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mbl Péinja Manastir Prohor Péinjski cvetanje 13.06.2013. Hypericum montbretii Spach 1836

mb2 ;’:;IJ;I(S; SQJ:”;IKOMSKO’ cvetanje 01.05.2014. Hypericum montbretii Spach 1836

ol Mariovo, Makedonija cvetanje 20.07.2013. Hypericum olympicum L. 1753

02 planina Kozjak, Makedonja cvetanje 01.06.2014. Hypericum olympicum L. 1753

03 planina Bela, Makedonija cvetanje 01.06.2014. Hypericum olympicum L. 1753

ot planina Kozuf, Makedonija klisura Konjske reke cvetanje 02.06.2014. Hypericum olympicum L. 1753 Eggf:;'rw)(g f\l?)rl?s'oent 1980
pal Vrsacki breg Dumbrava cvetanje 19.05.2013. Hypericum perforatum L. 1753 angustifolium (DC.) Gaud. 1829
pl1 Vrdnik manastirske livade cvetanje 23.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
pl2 Novi Sad Veternik , pored Dunava cvetanje 03.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
pl3 Fruska gora Osovlje cvetanje 02.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
pld planina Ligkovac ﬁ;‘;ﬁ;;g;&”"am"“ - cvetanje 02.07.2014.  Hypericum perforatum L. 1753 Jatifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
pl5 Apatin Suma Junakovi¢ cvetanje 30.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
plé Suva planina Devojacki grob - Trem, cvetanje 06.07.2013.  Hypericum perforatum L. 1753 latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
pl7 planina Tara lg/l;:(reovac - Kaluderske cvetanje 11.07.2013 Hypericum perforatum L. 1753 latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
pl8 planina Tara Kaluderske Bare cvetanje 12.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
pl9 planina Tara Perucac - Mitrovac cvetanje 11.07.2013.  Hypericum perforatum L. 1753 latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
pl10 planina Iverak cvetanje 12.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
pl11 planina Gu¢evo vrh cvetanje 12.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
pl12 Perucac Klisura Dervente cvetanje 11.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
pl13 Zaovinsko jezero Zvezda cvetanje 11.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
pli4 klisura Belog Rzava cvetanje 12.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
pl15 Zagubica Crni vrh cvetanje 04.07.2013 Hypericum perforatum L. 1753 latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
pl16 put Krepoljin - Ribare cvetanje 04.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
pl17 Sar planina, Makedonija Tetovo - Popova Sapka cvetanje 18.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
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plis planina Povlen cvetanje 11.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
pl19 planina Javor Kusiéi cvetanje 27.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
pl20 Stara planina Jabugko ravniste cvetanje 20.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
pl21 Mavrovo, Makedonija prevoj Straza cvetanje 15.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
pl22 planina Kozjak, Makedonja Vitoliste cvetanje 20.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
pl23 planina Korab, Makedonija Lukovo polje cvetanje 17.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
pl24 Han Pijesak, BiH cvetanje 13.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
pl25 put Suvi do - Zepa, BiH cvetanje 13.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
ppl Vrsacki breg Socica cvetanje 11.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum

pp2 Vrsacki breg Malo Srediste cvetanje 11.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum

pp3 Vrdnik bazena cvetanje 23.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum

pp4 Vrdnik sck;;taagizzzwaa cvetanje 23.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum

pp5 Novi Sad Veternik , pored Dunava cvetanje 03.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum

ppé Novi Sad Rakovac cvetanje 01.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum

pp7 Karadordevo raskrsnica cvetanje 30.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum

pp8 Novo Orahovo pored puta cvetanje 30.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum

pp9 Coka Motel Coka cvetanje 30.06.2013.  Hypericum perforatum L. 1753 perforatum

pp10 Novi Knezevac cvetanje 29.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum

ppll put Sanad - Novi Knezevac cvetanje 29.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum

ppl2 Frugka gora El;;epr:lj?a floku, posle cvetanje 23.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum

pp13 put od Sota ka Erdeviku manastir Privina glava cvetanje 23.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum

ppl4 Zasavica Ravnje - Banovo polje cvetanje 02.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
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pp15_0 put Titel - Kovagica pre cvetanja 02.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp15 put Titel - Kovacica cvetanje 02.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
ppl5_2 put Titel - Kovacica posle cvetanja 02.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
ppl6 Pangevo Bavaniste cvetanje 02.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
ppl7 Donji Milanovac cvetanje 02.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp18 Veliko Gradiste cvetanje 02.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp19 Golubac cvetanje 02.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp20 Apatin E:)nrez; gi}r?;/\lljav"u' dolina cvetanje 30.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp21 Péinja Vrazji kamen, livada cvetanje 16.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp22 Bujanovac vojna baza cvetanje 16.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp23 Presevo Trnova reka cvetanje 16.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp24 Vlasinsko jezero Topli Do cvetanje 18.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp25 Vlasinsko jezero Okruglica cvetanje 07.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp26 Vlasinsko jezero Cemernik cvetanje 07.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp27 Donja Ljubata put za Brzaci cvetanje 17.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp28 Suva planina iﬂasz'g: vode - cvetanje 18.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp29 Suva planina Devojacki grob - Trem cvetanje 06.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp30 Si¢evacka klisura Lzallla;nggema Beloj cvetanje 08.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp31 planina Rtanj ;s;;c;ran Rtanjski raj, cvetanje 05.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp32 planina Rtanj lgrilejirgaéke livade prema cvetanje 05.07.2013.  Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp33 planina Rtanj Eﬁ;&‘ﬁé?ﬁéﬁgié . cvetanje 05.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp34 Gola planina Soko Banja cvetanje 05.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp35 Knjazevac cvetanje 27.05.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp36 Perucac Vrelo cvetanje 11.07.2013.  Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
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pp37 Koceljeva cvetanje 11.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp38 planina Guéevo Podrinje cvetanje 25.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp39 planina Jadovnik skretanje za Jadovnik cvetanje 15.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp40 planina Jadovnik put za Sopotnicu cvetanje 15.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp4l Homoljske planine gg?;ﬁ‘fle manastira cvetanje 04.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp42 Homoljske planine Vukan cvetanje 04.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp43 Homoljske planine Majdanpek cvetanje 02.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp44 Zagubica Crni vrh cvetanje 04.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp45 planina Borski Stol cvetanje 20.06.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp46 put Krepoljin - Ribare kod raskrsnice cvetanje 04.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
ppa7 g:;jiagubica - Brestovacka 10km posle Zagubice cvetanje 20.06.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp48 Petrovac na Mlavi pre banje Zdrelo cvetanje 04.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp49 Banja Zdrelo :Zlie;ﬁr;i)rema Gornjatkoj cvetanje 04.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp50 Ovcarsko - Kablarska klisura manastir Vaznesenje cvetanje 13.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp51 Sar planina, Makedonija g:;]:; etovo - Popova cvetanje 18.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp52 Sar planina, Makedonija Popova Sapka cvetanje 18.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp53 planina Zlatibor Sljivovica cvetanje 12.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp54 planina Zlatibor Ribnicko jezero cvetanje 12.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp55 planina Zlatibor le(;\elt:ggepﬁ;romik sa cvetanje 12.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp56 planina Stolovi cvetanje 31.07.2013.  Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp57_0 planina Kopaonik Lisina pre cvetanja 30.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp57 planina Kopaonik Lisina cvetanje 30.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp57_2 planina Kopaonik Lisina posle cvetanja 31.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp58 planina Kopaonik Metode cvetanje 30.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
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pp59 planina Kopaonik 5:’;%3;:61 - Suncani cvetanje 30.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp60 planina Kopaonik ?:gg;?(\;st:éika ) cvetanje 31.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp61 planina Kopaonik Lepenac, klisura Rasine cvetanje 23.06.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp62 Purovac Elai(i:s’eu'az u Klisuru cvetanje 23.06.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp63 klisura Rasine Bzenica cvetanje 23.06.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp64 planina Zeljin cvetanje 23.06.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp65 planina Mucanj Savine vode cvetanje 28.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp66 planina Mucanj Kusici cvetanje 28.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp67 planina Povlen i(lj\rle;gjr;je ka manastiru cvetanje 11.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp68 planina Cer Cokesina cvetanje 25.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp69 Banja Badanja cvetanje 12.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp70 Podrinje E?j:foé\j/?mika' prema cvetanje 25.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp71 planina Maljen Div¢ibare cvetanje 31.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp72 planina Javor Kusiéi cvetanje 27.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp73 Meandri Uvca cvetanje 29.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp74 planina Durmitor, Crna Gora Borje cvetanje 11.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp75 planina Durmitor, Crna Gora Eg;}gﬁﬁiﬁzzﬁ “ cvetanje 21.07.2013 Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp76 planina Crmnica, Crna Gora Sotoni¢i cvetanje 05.06.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp77 planina Rumija, Crna Gora Brajsa cvetanje 04.06.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp78 planina Rumija, Crna Gora Virpazar cvetanje 05.06.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp79 Podgorica, Crna Gora kanjon Morace cvetanje 05.06.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp80 Bar, Crna Gora Stari grad cvetanje 05.06.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp81 planina Vizitor, Crna Gora jpeiii—? - Vizitorsko cvetanje 28.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp82 Stara planina Jabucko ravniste cvetanje 20.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
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pp83 Stara planina Babin Zub - Midzor cvetanje 21.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp84 planina Besna Kobila cvetanje 22.07.2014.  Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp85 Kokin Brod klisura Zlo$nice cvetanje 14.07.2014.  Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp86 put Nova Varos - Priboj cvetanje 14.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp87 put Nova Varos - Sjenica cvetanje 15.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp8s Mokra gora cvetanje 26.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp89 Valdanovo, Makedonija cvetanje 01.06.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp90 planina Bistra, Makedonija §p]:1[tnl;/lavrovo - Galiénik, cvetanje 14.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
ppo1 planina Bistra, Makedonija Klisura Radike, Viduse cvetanje 14.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp92 planina Bistra, Makedonija Toni Voda cvetanje 17.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp93 Klisura Mavrovske reke cvetanje 17.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
ppo4 planina Bistra, Makedonija Gali¢nik cvetanje 14.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp95 planina Gali¢ica, Makedonija ~ put Stenje - Konjsko cvetanje 19.07.2013.  Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp96 planina Gali¢ica, Makedonija efsiﬁg\lfpjese ka cvetanje 19.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
ppo7 planina Stogovo, Makedonija selo Gari cvetanje 16.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp98 Mariovo, Makedonija Rasim Bej most cvetanje 20.07.2013.  Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp99 planina Korab, Makedonija Lukovo polje cvetanje 17.07.2013.  Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
ppm100 Prilep, Makedonija Pletvar cvetanje 20.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum microphyllum DC 1824
pp101 Gianica, Gréka cvetanje 03.06.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp102 Halkidiki, Greka Sitonija cvetanje 02.06.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp103 %L;::}isan - Tirana, skretanje za Krabe cvetanje 04.06.2014.  Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp104 Leze, Albanija cvetanje 04.06.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp105 Piskas, Albanija cvetanje 04.06.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum
pp106 put Suvi do - Zepa, BiH cvetanje 13.07.2014.  Hypericum perforatum L. 1753 perforatum

195



Nebojsa Kladar

Doktorska disertacija

Prilog 2.2.Nastavak.

Uzorak  Lokalitet Uzi lokalitet Fenofaza Datum Vrsta Podvrsta Varijetet Forma
pp107 Suva gora, BiH Visegrad cvetanje 13.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 perforatum

pvl Novi Sad Kamenjar cvetanje 01.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906
pv2 Vilovo izlaz prema Loku cvetanje 28.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906
pv3 Zobnatica cvetanje 30.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906
pv4 put Horgos - Kanjiza cvetanje 23.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906
pv5 Novi Knezevac cvetanje 28.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906
pv6 Padej cvetanje 29.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906
pv7 Sotsko jezero cvetanje 23.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906
pv8 Morovi¢ Raskovica cvetanje 02.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906
pv9 Ram cvetanje 02.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906
pv10 Deliblatska pescara cvetanje 02.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906
pvil Apatin E:)nrez: gi}r?:\lllav”u' dolina cvetanje 30.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906
pvi2 Péinja Manastir Prohor P¢injski cvetanje 13.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906
pvi3 Suva planina Devojacki grob - Trem cvetanje 06.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906
pvi4 Klisura Zlotske reke cvetanje 04.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906
pvis planina lverak cvetanje 12.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906
pv16 Zagubica Crni vrh cvetanje 04.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906
pvi7 Brestovacka banja cvetanje 20.06.2014. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906
pvi8 planina Beljanica Zagubica cvetanje 04.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906
pv19 Prolom banja cvetanje 07.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906
pv20 Péinja Manastir Prohor P¢injski cvetanje 13.06.2013. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906
pv2l planina Kopaonik Rudnica cvetanje 30.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906
pv22 Kopaonik Klisura Ljudske reke cvetanje 30.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906
pv23 planina Cer put Cokesina-Rumska cvetanje 25.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906
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pv24 Ulcinj, Crna Gora Ulcinjska solana cvetanje 02.06.2014. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906

pv25 planina Vizitor, Crna Gora J.];ez':r%e - Vizitorsko cvetanje 28.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906

pv26 klisura MileSevke cvetanje 15.07.2014. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906

pvm27 planina Bistra, Makedonija Toni Voda cvetanje 17.07.2013 Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906 microphyllum DC 1824
pv28 Mariovo, Makedonija Rasim Bej most cvetanje 20.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906

pvm29 planina Korab, Makedonija put za Lukovo polje cvetanje 17.07.2013. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906 microphyllum DC 1824
pv30 Halkidiki, Greka Sitonija cvetanje 02.06.2014. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906

pv3l Skadar, Albanija bedemi na tvrdavi cvetanje 17.08.2013. Hypericum perforatum L. 1753 veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906

rgl Sar planina, Makedonija Popova apka cvetanje 18.07.2013. Hypericum richerii Vill. 1779 grisebachii (Boiss.) Nyman 1878

rg2_0 planina Kopaonik Suncani vrhovi pre cvetanja 30.07.2013. Hypericum richerii Vill. 1779 grisebachii (Boiss.) Nyman 1878

rg2 planina Kopaonik Suncani vrhovi cvetanje 25.07.2014. Hypericum richerii Vill. 1779 grisebachii (Boiss.) Nyman 1878

rg2_2 planina Kopaonik Suncani vrhovi posle cvetanja 30.07.2013. Hypericum richerii Vill. 1779 grisebachii (Boiss.) Nyman 1878

rg3_0 Mokra gora pre cvetanja 26.07.2014. Hypericum richerii Vill. 1779 grisebachii (Boiss.) Nyman 1878

rg3 Mokra gora cvetanje 26.07.2014. Hypericum richerii Vill. 1779 grisebachii (Boiss.) Nyman 1878

rg3_2 Mokra gora posle cvetanja 26.07.2014. Hypericum richerii Vill. 1779 grisebachii (Boiss.) Nyman 1878

rg4_0 planina Durmitor, Crna Gora Modro jezero pre cvetanja 30.07.2014. Hypericum richerii Vill. 1779 grisebachii (Boiss.) Nyman 1878

rg4 planina Durmitor, Crna Gora Modro jezero cvetanje 30.07.2014. Hypericum richerii Vill. 1779 grisebachii (Boiss.) Nyman 1878

rg4_2 planina Durmitor, Crna Gora Zmijinje jezero posle cvetanja 30.07.2016. Hypericum richerii Vill. 1779 grisebachii (Boiss.) Nyman 1878

rg5_0 planina Durmitor, Crna Gora Zmijinje jezero pre cvetanja 29.07.2014. Hypericum richerii Vill. 1779 grisebachii (Boiss.) Nyman 1878

rg5 planina Durmitor, Crna Gora Zmijinje jezero cvetanje 29.07.2014. Hypericum richerii Vill. 1779 grisebachii (Boiss.) Nyman 1878

rg5_2 planina Durmitor, Crna Gora Zmijinje jezero posle cvetanja 29.07.2014. Hypericum richerii Vill. 1779 grisebachii (Boiss.) Nyman 1878

rol Suva planina Trem cvetanje 06.07.2013. Hypericum rochelii Griseb. et Schenk 1852

ro2_0 Suva planina Mosor - Sokolov kamen pre cvetanja 22.06.2014. Hypericum rochelii Griseb. et Schenk 1852

ro2 Suva planina Mosor - Sokolov kamen cvetanje 22.06.2014. Hypericum rochelii Griseb. et Schenk 1852

ro2_2 Suva planina Mosor - Sokolov kamen posle cvetanja 22.06.2014. Hypericum rochelii Griseb. et Schenk 1852
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ro3_0 Si¢evacka klisura Manastir Sv. Petke pre cvetanja 29.05.2014. Hypericum rochelii Griseb. et Schenk 1852

ro3 Si¢evacka klisura Manastir Sv. Petke cvetanje 29.05.2014. Hypericum rochelii Griseb. et Schenk 1852

ro3_2 Si¢evacka klisura Manastir Sv. Petke posle cvetanja 29.05.2014. Hypericum rochelii Griseb. et Schenk 1852

ro4 Seli¢evica cvetanje 24.05.2014. Hypericum rochelii Griseb. et Schenk 1852

ro5_0 planina Rtanj Siljak pre cvetanja 21.06.2014. Hypericum rochelii Griseb. et Schenk 1852

ro5 planina Rtanj Siljak cvetanje 21.06.2014. Hypericum rochelii Griseb. et Schenk 1852

ro5_2 planina Rtanj Siljak posle cvetanja 21.06.2014. Hypericum rochelii Griseb. et Schenk 1852

ro6 Lazarev kanjon cvetanje 25.02.2014 Hypericum rochelii Griseb. et Schenk 1852

ro7 Soko Banja Soko Grad cvetanje 20.05.2014. Hypericum rochelii Griseb. et Schenk 1852

ro8 put KnjiaZzevac - Beli potok cvetanje 27.05.2014. Hypericum rochelii Griseb. et Schenk 1852

r09_0 Gornjacka klisura pre cvetanja 24.05.2014. Hypericum rochelii Griseb. et Schenk 1852

ro9 Gornjacka klisura cvetanje 24.05.2014. Hypericum rochelii Griseb. et Schenk 1852

ro9_2 Gornjacka klisura posle cvetanja 20.06.2014. Hypericum rochelii Griseb. et Schenk 1852

ro10_0 planina Borski Stol pre cvetanja 20.06.2014. Hypericum rochelii Griseb. et Schenk 1852

rol0 planina Borski stol cvetanje 20.06.2014. Hypericum rochelii Griseb. et Schenk 1852

rol0_2 planina Borski stol posle cvetanja 20.06.2014. Hypericum rochelii Griseb. et Schenk 1852

roll Deli Jovan cvetanje 24.05.2014 Hypericum rochelii Griseb. et Schenk 1852

rul Peinja Manastir Prohor Pé&injski cvetanje 30.05.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
ru2 Trgoviste Vrazji kamen cvetanje 27.05.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
ru3 Bujanovac vojna baza cvetanje 16.06.2013. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
ru4 Jela$nicka klisura cvetanje 28.05.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
rus Si¢evacka klisura Manastir Sv. Petke cvetanje 29.05.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
rué Rujan planina cvetanje 25.05.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
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ru7_0 Nis Kamenicki vis pre cvetanja 28.05.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
ru7 Ni§ Kamenicki vis cvetanje 28.05.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
ru7_2 Ni§ Kamenicki vis posle cvetanja 28.05.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
ru8 Nis Srec¢kova klisura cvetanje 28.05.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
ru9 put Boljevac - Knjazevac Bucdje cvetanje 27.05.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
rul0_0 Svrljiska Topola pre cvetanja 27.05.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
rul0 Svrljiska Topola cvetanje 27.05.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
rul0_2 Svrljiska Topola posle cvetanja 27.05.2014 Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
rull klisura Zlotske reke cvetanje 25.05.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
rul2 Brestovacka banja cvetanje 25.05.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
rub13 :fgﬁg‘;agra"iénog prelaza i cvetanje 04.06.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 blepharophyllum Bornm. 1925
rul4 0 Prolom banja pre cvetanja 07.07.2013. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
rul4 Prolom banja cvetanje 07.07.2013. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
rul4 2 Prolom Banja posle cvetanja 07.07.2013. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
ruls Dimitrovgrad gradska deponija cvetanje 27.05.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
rulé Konica, Gréka cvetanje 28.05.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
rul7_0 planina Gali¢ica, Makedonija  pre skretanja za Konjsko pre cvetanja 31.05.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
rul7 planina Gali¢ica, Makedonija pre skretanja za Konjsko cvetanje 31.05.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
rul7_2 planina Gali¢ica, Makedonija pre skretanja za Konjsko posle cvetanja 31.05.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
ruld planina Gali¢ica, Makedonija cvetanje 31.05.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
rul9_0 R/llj;kséggfﬁj'a Konjsko, pre cvetanja 31.05.2014 Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
rul9 R/lljf:l?etggieij_a Konjsko, cvetanje 31.05.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
rul9 2 R/llje;l?etg;‘{]eij; Konjsko, posle cvetanja 31.05.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
ru20 Pletvar, Makedonija cvetanje 01.06.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
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ru2l Mariovo, Makedonija cvetanje 01.06.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
ru22 Gostivar, Makedonija Suva gora cvetanje 31.05.2014 Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
ru23_0 planina Kozjak, Makedonja pre cvetanja 01.06.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
ru23 planina Kozjak, Makedonja cvetanje 01.06.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
ru23 2 planina Kozjak, Makedonja posle cvetanja 01.06.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
ru24_ 0 kanjon Matke, Makedonija pre cvetanja 30.05.2014 Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
ru24 kanjon Matke, Makedonija cvetanje 30.05.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
ru24_2 Kanjon Matke, Makedonija posle cvetanja 30.05.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
ru25 lli;ljatdz(e Lé:r\\/i?a- Ohrid, %rgbi‘;;eésgia 2 cvetanje 31.05.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
ru26_0 Arnisa, Gréka pre cvetanja 03.06.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
ru26 Arnisa, Gréka cvetanje 03.06.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
ru26_2 Arnisa, Greka posle cvetanja 03.06.2014. Hypericum rumeliacum Boiss. 1849 rumeliacum
sl il::);ﬁjﬁes - Elbasan, cvetanje 04.06.2014. Hypericum spruneri Boiss. 1849

s2 Gracen, Albanija cvetanje 04.06.2014. Hypericum spruneri Boiss. 1849

t1.0 Morovié¢ Ragkovica pre cvetanja 02.07.2013. Hypericum tetrapterum Fries. 1823

tl Morovi¢ Ragkovica cvetanje 02.07.2013. Hypericum tetrapterum Fries. 1823

t1_2 Morovi¢ Raskovica posle cvetanja 03.09.2013. Hypericum tetrapterum Fries. 1823

12 Han Pijesak, BiH cvetanje 13.07.2014. Hypericum tetrapterum Fries. 1823

t3 planina Jadovnik cvetanje 15.07.2014. Hypericum tetrapterum Fries. 1823

t4 Kokin brod cvetanje 14.07.2014. Hypericum tetrapterum Fries. 1823

t5 klisura Belog Rzava cvetanje 12.07.2013.  Hypericum tetrapterum Fries. 1823

6 kanjon Ibra Ribarice cvetanje 27.07.2014. Hypericum tetrapterum Fries. 1823

t7 Sar planina, Makedonija Popova Sapka cvetanje 18.07.2013. Hypericum tetrapterum Fries. 1823

t8 planina Kopaonik Metode cvetanje 30.07.2013. Hypericum tetrapterum Fries. 1823
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Prilog 2.2. Nastavak.

Uzorak  Lokalitet Uzi lokalitet Fenofaza Datum Vrsta Podvrsta Varijetet Forma
9.0 planina Javor Kusici pre cvetanja 26.07.2013. Hypericum tetrapterum Fries. 1823

t9 planina Javor Kusi¢i cvetanje 26.07.2013. Hypericum tetrapterum Fries. 1823

19 2 planina Javor Kusi¢i posle cvetanja 26.07.2013. Hypericum tetrapterum Fries. 1823

tql Halkidiki, Gréka Metamorfozis cvetanje 10.08.2013. Hypericum triquetrifolium Turra 1765

ul planina Kopaonik Treska cvetanje 05.07.2016. Hypericum umbellatum A. Kern. 1863
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Prilog 2.3. Uzorci komercijalno dostupnih ¢ajeva na bazi kantariona kori$¢eni u istrazivanju.

Uzorak  Mesto prodaje/poreklo  Oznaka  Datum Uzorak Lokalitet Oznaka  Datum

k1 Vlasinsko jezero VL1 06.2013. k27 Trebinje, BiH TR 08.2013.
k2 Vlasinsko jezero VL2 06.2013. k28 Trebinje, BiH / Dubrovnik DU 08.2013.
k3 planina Rtanj RT 05.2014. k29 planina Leotar, BiH LE 08.2013.
k4 planina Zlatibor ZL1 08.2013. k30 bevdelija, Makedonija DJ 06.2014.
k5 planina Zlatibor ZL2 08.2013. k31 Tetovo, Makedonija TE 07.2013.
k6 planina Zlatibor ZL3 06.2013. k32 Ohrid, Makedonija OH1 07.2013.
k7 Beograd BG1 10.2013. k33 Ohrid, Makedonija OH2 07.2013.
k8 Beograd BG2 10.2013. k34 Dra¢, Albanija DR1 10.2013.
k9 Beograd / “Josif Pan¢i¢” JP 10.2013. k35 Dra¢, Albanija DR2 10.2013.
k10 Beograd BG3 10.2013. k36 Dra¢, Albanija DR3 10.2013.
k11 Ruma RU 05.2014. k37 Sisak, Hrvatska Sl 08.2014.
k12 Novi Sad NS 05.2014. k38 Paljiuri, Gr¢ka PL 08.2013.
k13 Nis NI1 09.2013. k39 Paralija, Gr¢ka / planina Olimp oL 06.2013.
k14 Nis NI2 09.2013. k40 Budva, Crna Gora BD 06.2013.
k15 Niska Banja NB 08.2013. k41 planina Durmitor ( Zabljak ), Crna Gora B 08.2013.
k16 Bor BO 05.2014. k42 Kotor, Crna Gora KO 08.2013.
k17 Bor BO2 05.2014. k43 Durmitor, Crna Gora 08.2016.
k18 Lipljan, Gusterica GU 09.2013. k44 Bec, Austrija 10.2013.
k19 Tutin, Ribarice RI 09.2013. k45 Be¢, Austrija 10.2013.
k20 Novi Pazar NP 09.2013. k46 Beg, Austrija 06.2015.
k21 Prijepolje PP 06.2014. k47 Be¢, Austrija 03.2016.
k22 Ljubinje, BiH / Trebinje TR1 08.2013. k48 Istanbul, Turska 09.2014.
k23 Ljubinje, BiH LJ 05.2014. k49 Minhen, Nemacka 03.2016.
k24 Banja Luka, BiH BL 09.2013. k50 Prag, Ceska 03.2016.
k25 Pale, BiH PA 06.2014. k51 Sankt Peterburg, Rusija 03.2016.
k26 Bijeljina, BiH BJ 09.2013.

Prilog 3. Jednacine kalibracionih krivi standardnih supstanci.

Jedinjenje Jednagina kalibracione krive (x [ug]) R?

Hpc y =557,2x - 2,0979 0,9973
Hpf y =547,37x - 1,86 0,9989
Af y =3450,4x + 12,9 0,9979
Ap y =3855,8x + 17,371 0,9979
NA y = 1559,8x + 4,98 0,9980
Kv y =2212x + 12,16 0,9961

R y =1017,9x + 3,55 0,9927
Ec y = 649,85x + 2,294 0,9996
Kk y =4124,2x +12,23 0,9979
Hk y =1593,1x + 5,45 0,9919
Fk y =4330,1x + 14,4 0,9913
Gk y =2007,9x + 6,6 0,9969
Phb y = 2508,6x + 9,2 0,9996
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Prilog 4. Odabrani hromatogrami vodeno-alkoholnih ekstrakata predstavnika roda Hypericum i ¢aja od kantariona.

*Metod | - A (UV detekcija na 270nm) i B (VIS detekcija na 590nm), Metod Il — C (UV detekcija na 280nm).

** |dentifikovana jedinjenja: 1 - apigenin (Ap), 2 - naringenin (NA), 3 - amentoflavon (Af), 4 - hiperforin (Hpf), 5 - hipericin (Hpc), 6
- galna kiselina (GKk), 7 - hlorogenska kiselina (Hk), 8 - p-hidroksibenzojeva kiselina (Phb), 9 - kafena kiselina (Kk), 10 - epikatehin
(Ec), 11 - ferulna kiselina (Fk), 12 - rutin (R), 13 - kvercetin (Kv).

Uzorak: adl Uzorak: anl
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Prilog 4. Nastavak.

Uzorak: bt16
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Prilog 4. Nastavak.
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Prilog 4. Nastavak.
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Prilog 4. Nastavak.

foss A n
'Tﬂ - ” \'\
N N

[‘1 5 | \ ~\

. W : 1 N UNAA A

. o, S Y R S e— ) R A T
”" B 4 ' A ) 1 B [

o (\ 5 = Jt\

i | - s

/\I |\\ “ = ‘ \‘\ i

, N . N b N e x|
: C : C \ (l iu | “
o | .

| b

o 12 A |

- : I o | ' A \ A JH )
I VS (U S\ N DN N P B b O B e o T ik

Uzorak: mb2 Uzorak: mi9

5 a ] a
i ]
. I

- % p

& 2 : 5 '“'\ . = s i

" B e Pt S r L2 i skl R

¥ B \ ) 5 B |

| : |

b \ " - [ |

5 \ g |

j \ i 2 \“' i

" R T | S : o . | SN |
‘: “ 13 -‘ ¢ &
pe ( ' ‘

| ?Pb J\ ’. | : o "" T 1

. s o i ,' | I [ [ 1

L o P e 1 N A Ll

oo " F el

Uzorak: mm7

207

Uzorak: 02




Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 4. Nastavak.
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Prilog 4. Nastavak.
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Prilog 4. Nastavak.

Uzorak: rub13
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Prilog 4. Nastavak.
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Prilog 5. Rezultati detaljne hemijske karakterizacije visokoefikasnom te¢nom hromatografijom (X - sr. vrednost merenja, SD — standardna devijacija).

Hpc Hpf Ap NA Af R Kv Ec Fk Gk Hk Kk Phb
— %s. e.
Uzorak ug/g suve biljke
X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD
adl 0 355 003 nd.  nd. 229 009 nd nd nd nd 57863 2326 32599 331 nd. nd 31644 467 27267 146 nd. nd. 7567 3,33 9590 442 1829 016
adl 3,65 0,09 12186 0,75 4,34 0,08 n.d. n.d. n.d. n.d. 160,52 2,41 29789 7,77 n.d. n.d. n.d. n.d. 23,07 097 32118 3,41 10597 464 20340 763 14,96 035
adl 2 nd. nd 10662 272 153 004 282 013 nd. nd 26249 365 19143 315 nd. nd 36085 1252 8030 122 nd. nd. 57,77 176 124835 2419 1,10 041

anl 0 10391 434 272,85 2,58 136,09 4,53 7123 3,31 n.d. nd. 50713 9,61 151,04 545 n.d. n.d. n.d. nd. 8286 2,03 n.d. n.d. 8891 2,30 1240,77 10,22 1584 0,33
anl 100,76 3,31 52397 0,81 11431 2,28 n.d. n.d. n.d. nd. 180,24 137 199,88 2,64 25594 8,97 n.d. n.d. 50,15 093 2831 718 34,07 130 18504 2,72 1190 0,05
anl 2 266,16 720 49945 12,89 109,63 146 n.d. n.d. n.d. nd. 44409 0,80 120994 0,12 n.d. n.d. n.d. n.d. 8595 105 633,09 1825 4659 030 32377 1485 13,72 0,59
an3 462,76 2126 634,34 29,02 11939 525 n.d. n.d. 7580 2,92 129,72 0,64 203,13 4,66 n.d. n.d. n.d. nd. 1465 389 678,09 2884 9746 250 190,20 6,69 2135 0,62
an4 270,66 1,89 484,25 2352 n.d. nd. 8327 2,67 2887 0,75 13,30 148 1786 547 18491 7,95 n.d. n.d. 38347 1186 n.d. nd. 7059 013 1270,10 134 2181 108
del 0 424,12 16,22 1343,63 2,22 33,64 098 n.d. n.d. n.d. nd. 2008,03 6458 11143 041 n.d. n.d. n.d. n.d. 254,00 130 26354 1060 7392 0,64 n.d. nd. 17,77 0,12
del 38426 12,61 1383,94 18,79 69,63 051 n.d. n.d. nd. nd. 42800 19,17 180,29 3,29 82823 2367 14014 175 246,88 586 14991 574 5585 255 137,86 4713 1859 0,27
del 2 484,06 320 161126 7569 nd. nd. n.d. n.d. nd. nd. 28438 13,76 11519 4,08 158,37 697 n.d. n.d. 321 007 161469 67,04 2542 041 n.d. n.d. 18,73 093
b1 644,17 3893 134501 67,06 nd. nd. 32951 982 1409 581 789,26 863 189,60 3,30 n.d. n.d. n.d. nd. 7461 081 19887 4,10 5237 115 168,23 7,00 14,28 0,52
b2_0 342,56 8,18 788,81 2546 130 0,05 n.d. n.d. nd. nd. 53787 12,04 176,76 2,93 n.d. n.d. n.d. n.d. 10245 2,26 n.d. nd. 8967 3,62 13461 6,46 1754 047
b2 619,11 2748 60123 1097 4858 0,97 n.d. n.d. nd. nd. 4311 18,00 90550 0,30 n.d. n.d. n.d. nd. 7487 234 106,03 040 6468 189 5853 2,78 1525 0,33
b2_2 125739 53,98 16272 333 nd. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. n.d. n.d. 15764 0,84 n.d. n.d. 60,71 143 4,25 0,19 60597 2195 4042 0,02 n.d. nd. 12,50 0,24
b3_0 30159 2,63 90447 3825 1158 0,50 28,21 114 615 0,12 17,18 573 99,06 421 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 4437 159 208,11 367 16,15 0,22
b3 612,60 15,5 1216,79 2,35 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. 14579 3,10 23786 1113 n.d. n.d. n.d. nd. 2681 0110 187,86 113 38,37 061 118,74 540 1185 0,17
b3_2 563,68 23,00 1079,14 3,83 n.d. n.d. n.d. n.d. nd. nd. 122930 284 20313 0,72 42693 6487 n.d. n.d. n.d. n.d. 1723 465 36,70 166 73,88 240 9,42 04
b4_0 27152 11,33 298,22 563 113 0,04 232 0,08 nd. nd. 5482 108 n.d. nd. 15327 654 128,01 n.d. n.d. nd. 99,04 058 3866 0,22 384,92 1391 13,27 0,07
b4 402,18 8,13 45497 165 n.d. n.d. n.d. n.d. 38,06 107 56,06 159 15107 533 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 10501 418 2865 116 66,12 2,83 6,66 0,01
b4_2 486,02 1199 58148 19,12 n.d. n.d. n.d. n.d. 5769 103 103,82 4,01 80,73 391 14630 437 77,81 144 1220 0,29 15192 268 6395 157 54062 19,41 1321 0,34
ba5 109571 10,63 1068,65 48,09 100,99 2,93 n.d. n.d. 52,89 128 318,80 0,87 15151 581 69830 4,10 n.d. n.d. 3007 126 36,16 0,60 29,93 057 3858 128 13,25 049
ba6_0 23137 2,33 62180 2485 nd. nd. 14981 183 58,96 097 1099,19 2541 1851 0,40 n.d. n.d. n.d. nd. 1513 154 n.d. nd. 7261 199 10248 0,23 18,61 0,330
ba6 683,79 2564 619,94 13,60 nd. nd. 46398 13,35 20098 9,92 494,78 14,60 10038 107 n.d. n.d. n.d. nd. 7029 214 59016 2735 23,62 104 4537 158 17,71 088

ba6_2 1022,88 44,34 114448 3191 178,07 169 n.d. n.d. 8758 117 348,67 598 7588 0,25 40124 12,80 n.d. nd. 7294 180 57,71 116 3330 118 2131 043 1533 0,37

*n. d. — nije detektovan.

212



Nebojsa Kladar

Doktorska disertacija

Prilog 5. Nastavak.

Hpc Hpf Ap NA Af R Kv Ec Fk Gk Hk Kk Phb
%s. e.

Uzorak ug/g suve biljke
X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD
b7.0 50398 12,92 766,60 3803 12779 2,98 nd. nd. nd nd 699,61 169 25236 358 nd. nd. 49778 140 134,00 244 18921 157 72,79 0,13 100,14 265 1865 0,71
b7 279153 0,47 450523 179,29 n.d. n.d. 100521 49,75 44565 9,58 172899 82,57 262,64 1137 n.d. n.d. n.d n.d. 20166 8,63 123507 2341 6255 2,36 13104 401 16,97 0,36
b7_2 169454 1,73 244383 905 n.d. nd. 61861 1447 23001 684 714,66 2393 23857 683 nd. nd  nd nd. 597 2,70 736,71 2119 6855 04 7.9 178 1132 0.1
b8 230,52 1,23 197,42 40,74 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 182,34 71 12088 281 n.d. n.d. n.d n.d. 3411 091 79516 4,49 4327 0,02 56,46 2,76 1132 042
b9_0 4081 173 29206 493 110 nd. 030 nd. nd nd 14299 3484 18504 306 nd nd nd nd. 13995 6,09 167769 3936 3187 053 92,1 2,02 1953 0,92
b9 22511 10,16 412,60 6038 nd. nd nd  nd 4170 122 43690 9,22 22035 450 nd. nd.  nd nd. 14498 557 150,39 4,95 10261 080 5760 235 1623 067
b9_2 2574 024 4347 164 nd. nd. 4122 01 160 007 114826 822 11658 250 25691 10,65 7584 200 1849 0,72 8453 142 3254 120 nd. nd. 934 046
bl 109800 1741 185443 1990 125 003 nd. nd. 13546 007 31616 944 19366 641 nd. nd. nd nd 128 081 154,03 594 102,29 138 11745 254 1505 0,70
b1l 0 14577 261 38910 455 042 002 14 003 nd. nd 64310 461 18143 581 nd. nd.  nd nd. 20307 523 9055 371 3519 002 2448 0,03 2659 033
bl 143550 69,96 156053 6821 n.d. nd. 25292 147 10557 446 44839 539 5952 077 nd. nd. nd nd. 8517 4,18 930,68 1573 5462 265 19485 9,59 1503 0,56
b1l 2 713,55 2,56 869,46 0,80 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 132353 54,38 158,76 190 n.d. n.d. n.d n.d. 203,02 10,05 1299,01 18,61 3187 102 9181 3,36 18,35 0,24
b2 0 20307 332 30006 054 nd. nd 12601 005 4820 144 9206 352 16379 297 nd. nd 15955 45 339 003 23572 2,33 10505 2,82 978,90 33,64 18,65 067
b12 310,68 751 338,32 16,16 n.d. n.d. n.d. n.d. 59,60 112 70,45 2,91 17760 4,25 n.d. n.d. 79,13 2,30 13,04 0,51 13751 2,23 82,75 2,94 369,96 16,83 1507 0,09
b2_2 5394 1805 69064 673 nd. nd nd  nd 8506 3,04 13450 668 20253 444 nd. nd. 9312 177 72,04 352 20836 075 4450 164 714,88 012 1618 002
b13_0 16131 6,40 273,10 12,32 568 0,12 51,33 155 14,44 032 157,77 178 7798 0,87 n.d. n.d. n.d. nd. 12460 41 203,72 936 7643 243 143804 1326 1911 0,28
b13 363,84 896 653,86 23,66 nd. nd 13354 515 5160 109 7572 3,67 895 022 nd. nd. nd nd. nd. nd 20515 403 4018 047 108464 1356 1747 0,33
b13_2 159,46 7,49 386,38 15,56 n.d. n.d. n.d. n.d. 76,85 3,67 86,82 194 68,87 2,46 42936 10,30 15107 7,39 n.d. nd. 21925 9,66 51,79 2,51 130,70 318 1425 0,36
b4 73534 26,33 718,19 22,05 nd. nd nd  nd 8898 346 10694 015 7671 326 14481 326 n.d nd. 780 013 170,75 244 6974 010 92141 3694 1684 0,33
b15 445,80 8,23 896,93 8,93 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 173,67 2,67 166,22 100 n.d. n.d. n.d n.d. 46,48 211 187,23 8,01 3981 01 1834 496 12,63 0,22
bt16 89745 10,15 1478,33 30,86 n.d. nd. 47597 14,6 20640 328 69162 10,02 8145 177 56064 9,06 n.d nd. 7233 183 15496 532 3708 081 10464 185 2322 0,72
b17_0 42489 6,22 609,76 2161 n.d. nd. 192,12 6,33 78,08 234 101885 40,02 17832 0,71 n.d. n.d. n.d n.d. 129,71 3,84 1786,81 6103 58,85 2,63 92,60 155 18,24 0,19
b7 183839 4515 199318 3027 nd. nd. nd  nd 28096 756 30161 12,39 1664 432 nd. nd 1649 026 nd. nd. nd nd 1700 075 nd. nd 17,37 0,03
b17_2 135115 1598 1862,66 8544 n.d. n.d. 47859 2258 20758 8,32 940,13 46,78 150,39 4,09 n.d. n.d. n.d n.d. n.d. n.d. 54147 2162 3395 110 n.d. nd. 1441 0,39
b8 104284 542 166013 028 nd. nd. 38351 825 16460 720 94425 3968 4323 16 nd. nd. nd nd. 8345 320 754,53 885 8854 018 10651 147 1521 0,04
b9 128798 60,23 152057 53,90 7730 084 nd. nd. 4537 124 15115 2,40 163,62 440 22036 536 n.d n.d. 4800 080 13039 418 6723 0,77 11279 176 16,23 053
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cLo 439 005 nd. nd 075 002 08 nd nd nd 689,05 188 32230 0B nd. nd nd nd 15176 241 822,88 2511 26113 174 nd. nd. 3542 058
cl 21 005 nd. nd 168 002 nd. nd nd nd 166031 2890 19507 054 nd. nd. nd nd 16731 738 nd. nd 8046 099 13734 030 24,66 004
cL2 382 004 nd.  nd 841 027 nd  nd nd nd 63263 2898 20749 700 nd. nd  nd nd 8723 220 29429 1094 22447 327 16809 284 2153 032
c2 36,38 172 30945 139 660 033 8318 380 2883 014 8715 263 16206 743 nd. nd. nd. nd nd nd nd nd 8185 190 170,70 56,79 1568 045
cs10 56,32 134 44846 1508 nd. nd. 17255 361 6905 205 9913 196 nd. nd. nd. nd nd nd 6703 2,63 17583 197 8572 178 61639 10,80 1962 0,66
csl 835 179 62710 2337 nd. nd. nd.  nd 8531 239 9504 192 nd. nd. nd. nd nd nd 628 014 14878 228 7257 002 60661 12,65 22,65 0,3
csL2 6005 109 46381 385 nd. nd 1535 247 6065 077 6998 065 nd nd nd. nd. nd nd nd nd 13305 605 5242 096 33121 164 2192 075
d1 202116 29,76 215501 1569 3884 093 9533 4,70 nd. nd. 45543 519 18209 098 nd. nd nd nd 2098 025 17487 4,03 9122 354 10147 2,77 23,06 098
d2 486,68 10,61 82560 3731 nd. n.d. n.d. n.d. 57,71 0,58 133,05 522 159,07 535 78,89 2,59 n.d. n.d. n.d. nd. 8249 2,50 46,41 0,37 n.d. nd. 1758 0,19
d3 563,19 22,83 990,68 43,68 n.d. nd. 39754 938 17095 418 34307 1544 7109 337 nd. nd. nd  nd 2248 013 27688 200 1505 037 2389 115 1513 0,01
d4 458,67 9,99 840,36 18,51 nd. n.d. n.d. n.d. 4168 192 41841 662 189,61 280 552,74 16,21 n.d. n.d. 68,75 2,71 219,62 0,73 10162 3,49 9171 0,73 17,24 0,69
ds 81357 3,55 88296 2355 nd. nd 16647 161 6649 120 34850 2,91 10004 15 nd. nd. nd  nd nd nd 20030 547 9440 296 12682 594 2260 0,26
el 0 17,44 0,17 17,42 0,85 nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 49331 10,77 282,49 13,04 733,16 13,96 n.d. n.d. 514,85 17,72 424,92 1647 n.d. nd. 37755 2,24 24,09 116
el 508,49 22,99 13566 39,96 nd. nd. nd  nd  nd nd 21736 2,76 26814 342 55356 42 nd. nd nd nd 16694 487 8514 292 10018 164 1957 0,33
el 2 1276,56 10,61 68580 33,40 nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 43329 479 35840 737 n.d. n.d. n.d. n.d. 3005 0,61 11939 4,75 50,41 2,19 80,70 0,06 1739 0,55
h1 0 485 004 2701 072 034 nd. 2422 061 nd. nd 40137 5377 18339 255 nd. nd.  nd nd 13616 192 14093 437 6292 0,71 8320 303 2371 079
hl 100,04 2,77 117,63 5,09 2,23 0,05 n.d. n.d. 1103 0,24 18531 24,35 203,88 10,03 750,14 37,49 n.d. n.d. 159,60 6,21 222,73 522 58,47 2,33 148,71 0,72 19,06 0,36
hi 2 458 009 11870 2,19 127 005 nd. nd  nd nd 6835 486 34694 068 nd. nd nd nd 17861 680 55809 14,14 17,38 550 35397 17,18 2159 0,15
h2_0 6628 184 180,55 530 765 006 nd. nd. nd nd 15864 721 20746 196 813,65 3020 nd. nd. 8679 348 nd. nd 6543 2,82 164,63 2,95 1678 0,42
h2 16191 026 nd. nd.  nd. nd nd  nd 2257 007 23678 876 13397 585 75755 7,69 nd. nd. 5.5 107 96,550 2,33 3868 092 12122 4,85 1188 0,39
h2_2 3890 044 nd. nd. L7 nd. nd  nd 75 005 36760 675 244,04 900 nd. nd. 40108 1067 5L22 163 25489 1236 10517 107 240,02 703 17,22 01
h3 158,72 767 259,48 10,64 3,49 0,01 n.d. n.d. n.d. n.d. 69359 2266 218,05 775 n.d. n.d. n.d. n.d. 29056 8,6 137,32 6,70 90,21 0,59 322,14 10,53 2395 045
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h4_0 3184 098 26380 1094 nd. nd. 6720 070 2161 026 55659 1760 196,40 207 nd. nd. nd  nd 120930 465 17119 587 8435 138 224,29 547 1576 041
ha 122,25 4,23 298,31 13,52 0,73 n.d. n.d. n.d. 16,57 0,41 103145 3517 362,97 16,07 89562 7,62 n.d. nd. 36,38 174 180,28 0,29 77,73 3,44 17488 7,12 17,05 0,03
h4_2 6534 248 nd. nd.  nd nd 20206 177 3737 073 41625 1421 29098 1318 51820 1672 nd. nd 7191 035 240,12 1159 5098 177 4845 189 14,76 0,18
h5_0 2535 0,17 103,54 2,1 724 n.d. 7,39 0,26 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. 3520 0,25 95,14 146 1444 0,18
hs 276,79 142 48345 1387 nd. nd. nd.  nd 2817 053 9395 317 14,02 447 nd. nd. nd. nd 6677 nd 10949 219 6166 126 6896 216 14,88 0,29
hs_2 2995 048 35320 1729 nd. nd. nd.  nd nd nd 805 332 nd nd nd nd nd nd 95 044 6961 239 2786 050 4364 174 929 008
hé 76,27 080 43758 1521 nd. nd. 13573 305 5259 232 23653 9,84 25549 107 nd. nd. nd nd 1337 023 7928 299 3680 027 10150 4,19 1127 0,01
h7 404,55 1588 n.d. n.d. n.d. nd. nd. nd. 5643 2,17 296,71 1426 164,77 4,4 n.d. n.d. n.d. n.d. 4246 051 8150 n.d. 43,17 055 5131 082 4,66 058
h8 1835 818 nd  nd nd nd nd  nd nd nd 23847 273 21773 862 nd. nd. nd nd 10665 475 17478 237 4546 223 10852 462 13,65 031
h9 us51 4,72 15350 103 088 002 nd. nd 894 043 39067 4,14 28402 292 nd. nd nd nd 6369 050 12217 239 4803 106 17976 538 1928 0,28
h10_0 47,99 0,97 168,38 125 nd. nd. 3996 0,66 15,13 037 71423 1890 10,61 486 n.d. n.d. n.d. n.d. 46,57 0,73 82,63 121 8334 2,04 n.d. nd. 12,95 0,59
h10 74514 23,85 138854 62,60 n.d. nd. 33056 353 14066 609 52636 2372 18359 666 nd. nd. nd  nd 4024 185 nd. nd. 3578 006 9425 2,02 1627 043
h10_2 352,55 11,69 944,38 42,17 n.d. nd. 20861 321 8554 0,87 26891 1130 114,26 3,4 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 56,01 0,64 2729 024 5089 080 14,03 051
hiL 0 18489 845 47793 582 nd. nd. nd  nd  nd nd 129007 86l 13902 603 nd. nd nd  nd 5696 065 13826 3,80 6097 040 5.7 157 1782 0,75
h11 586,63 26,89 116101 2,73 n.d. nd. 20089 243 82,05 2,69 624,10 152 212,03 994 n.d. nd. 379,82 1584 26,99 0,83 10156 3,65 52,02 225 9955 4,77 18,47 0,77
hiL2 18340 4,53 790,70 3828 n.d. nd. 17657 075 7L04 180 1160,96 3639 25096 135 nd. nd. 28061 9,30 2738 nd. 2294 690 4007 161 M54 637 1786 0,72
h12 323,56 4,22 52498 10,77 14,17 0,0 130,60 2,07 n.d. n.d. 85154 22,31 176,83 6,36 n.d. n.d. n.d. nd. 4243 056 128,02 4,53 112,18 4,00 80,91 300 1712 0,79
h13 543,07 13,65 nd. nd. nd nd 18836 290 7639 085 93816 156 189,92 883 nd. nd nd nd nd nd U808 270 10365 041 13165 578 18,79 0,53
h14 1354,41 46,91 1676,54 30,10 n.d. nd. 35768 1145 15294 692 93148 9,38 22106 586 n.d. n.d. n.d. n.d. 4123 083 103,16 281 12771 118 n.d. nd. 19,90 062
his 87,50 2,70 34981 124 nd. nd. nd. nd 1418 O0u 8541 375 0390 11 nd. nd nd nd 5663 207 9476 44 3221 141 5347 0,79 1156 0,14
his 23848 951 50526 173 2762 133 nd. nd. nd. nd 16369 437 13963 324 nd. nd. nd nd 1300 041 9010 178 8350 2,38 5404 2,63 1842 0,28
hi7.0 9810 445 nd. nd.  nd nd nd nd nd nd 5528 225 17296 091 1792,30 722 nd. nd. 157,57 6,10 20783 024 9442 0,72 339,22 747 26,66 048
h17 6547 295 120253 44 076 002 nd. nd 12051 010 75252 1689 12635 520 nd. nd. nd nd 120472 0U 4114 366 6131 243 9189 282 1904 0,13
hi7.2 4937 015 nd. nd  nd nd nd nd nd nd 23932 475 8594 147 86042 362 nd. nd 5475 254 13439 227 3950 122 7520 230 17,24 0,63
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h19 24485 991 549,20 092 7345 236 nd. nd. nd nd 16568 116 18693 787 nd. nd. 9248 116 667 002 12443 160 6954 058 4479 122 1550 0,35
h20 20197 8,23 n.d. n.d. n.d. n.d. 170,75 528 68,42 101 93335 39,73 246,80 6,96 n.d. n.d. n.d. n.d. 525 0,15 95,53 241 11,70 3,38 14833 582 1961 0,26
h21 7002 332 nd. nd.  nd nd 68222 371 29526 2,82 27812 699 23047 295 nd. nd nd nd 3559 131 3169 084 3710 147 4863 197 1976 0,89
h22 25790 14 35733 1576 nd. nd. nd.  nd  nd nd 23423 877 41155 063 nd. nd  nd  nd 8040 152 130,65 3,62 12499 590 199,39 929 16,35 0,06
h23 9451 429 190,01 504 nd. nd. nd. nd 175 006 14310 625 B6L2 128 nd. nd. nd nd 2761 081 6782 074 5040 091 9539 421 1025 0,38
h24 158,36 528 454,13 583 3366 150 8258 172 nd. nd. 27066 151 18767 841 33152 2,77 nd. nd. 4180 188 139,88 373 7052 3,1 15U 565 1933 041
h25 59575 28,78 770,10 1790 73,77 335 18166 075 n.d. n.d. 104892 1765 28667 034 nd. nd. nd  nd 5584 2,76 146,10 139 8931 364 14738 7,0 20,18 0,82
h26_0 27586 1322 9152 2,76 4,13 022 nd. nd  nd nd 554,17 538 24161 0,28 nd. nd.  nd  nd 27207 71 23763 698 102,80 447 8863 4,12 2062 009
h26 68,79 3,7 633,44 148 nd. nd nd nd 7591 213 21522 696 312,49 870 nd. nd. 51149 1175 3047 054 1507 535 10775 089 13742 0,40 1579 0,15
h26_2 8837 012 4880 15 037 002 nd. nd. nd nd 24573 108 9001 2,61 25385 1094 741 233 nd nd 7799 311 4679 072 4197 032 10,00 005
h27 24192 134 556,75 7,57 26,72 126 n.d. n.d. n.d. n.d. 250,76 0,80 254,96 587 n.d. n.d. n.d. n.d. 1328 2,47 170,40 8,41 90,33 357 152,39 728 20,0 045
h28 143,70 191 724,04 22,17 nd. nd. 232,66 203 9641 446 71284 844 25103 560 nd. nd. 44659 559 3149 066 79,98 3,08 3690 0,22 9104 021 1705 056
h29_0 36,72 121 394,10 10,69 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 766,79 6,12 16694 510 142502 12,98 n.d. n.d. 72,24 123 186,33 0,07 214,22 3,75 88,40 164 20,96 0,48
h29 449,75 12,8 927,67 2490 n.d. nd. 23742 3,12 9856 039 112269 5490 28362 669 nd. nd nd nd 4629 128 93,56 2,84 13730 300 15810 4,93 1741 043
h29_2 510,28 146 n.d. n.d. n.d. n.d. 43592 1685 188,29 2,39 68593 2561 254,16 6,16 n.d. n.d. n.d. n.d. 12,59 0,30 107,29 429 86,57 178 67,75 0,26 1534 0,24
h30 12792 084 758,64 26,26 nd. nd 15678 185 62,1 223 124799 571 2412 677 nd. nd. nd. nd 3916 055 12629 179 130,70 0,71 156,11 6,34 18,33 047
h31 223,76 7,54 n.d. n.d. n.d. n.d. 286,17 3,18 120,60 525 402,71 19,01 202,16 6,24 n.d. n.d. n.d. n.d. 1434 049 159,34 6,16 73,88 2,65 10081 0,74 1424 0,25
h32 523,96 6,26 996,07 12,01 3544 161 24815 1097 nd. nd. 73603 1187 24923 146 nd. nd. 52095 17,99 7669 0,40 10347 045 12293 088 16162 018 20,44 035
h33 678,97 26,43 918,17 24,06 2832 099 69,36 136 n.d. n.d. 522,44 1744 189,38 585 45420 17,94 n.d. n.d. 3168 146 107,59 494 8288 15 126,84 0,67 1586 0,19
h34 29523 9,0 860,95 3849 nd. nd. 32648 731 13882 617 76573 12,62 29523 1161 nd. nd. nd nd 3558 033 21818 679 7007 173 138,18 599 17,63 047
h35 158,26 0,16 826,49 2334 0,77 0,03 n.d. n.d. 2036 0,43 889,84 1235 15157 7,01 89582 9,93 313,54 2,61 n.d. n.d. 42,79 0,72 3290 0,31 8732 0,22 16,40 0,12
h36 61,18 2177 98121 22,81 9401 345 nd. nd. nd nd 23790 383 10617 033 20157 81 nd. nd nd nd 3596 018 2803 083 2218 033 1764 0,58
h37 839,79 6,86 1039,16 22,30 87,77 437 n.d. n.d. n.d. n.d. 23584 9,99 128,61 196 189,03 6,83 n.d. n.d. 23,08 0,03 60,89 3,00 5842 227 3850 163 13,63 0,12
h3g 62588 23,24 94822 722 nd. nd. 19072 111 7745 140 143690 3931 21899 003 nd. nd. nd nd 601 122 133,18 315 13397 14 19903 782 1793 0,76
h39 428,36 6,36 n.d. n.d. 13,32 0,19 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 182,23 8,74 n.d. n.d. n.d. n.d. 7,19 0,31 106,74 3,06 n.d. n.d. 69,53 267 1713 054
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k1 183,18 198 109123 4586 nd. nd. nd.  nd 6483 046 12522 4,25 19954 2,77 nd. nd. nd nd 5391 050 99,08 009 6444 064 14406 648 1870 0,43
k2 274,69 4,29 967,85 534 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 112,51 056 20897 282 n.d. n.d. n.d. n.d. 52,04 113 204,43 240 59,59 130 206,20 134 2172 0,30
k3 427,76 297 129982 452 nd. nd.  nd. nd nd nd 12545 128 259,52 038 nd. nd nd nd 14683 379 15448 254 8181 403 9754 158 1760 0,27
k4 272,70 11 712,03 1783 499 nd.  nd.  nd  nd nd 10553 247 nd. nd 27,09 104 nd. nd 3166 074 12566 384 4420 170 7923 116 1782 0,33
ks 292,44 409 72917 2721 nd. nd. nd  nd  nd nd 8513 31 10937 494 nd. nd nd nd 3889 124 14375 125 5875 173 5834 2,30 1327 0,43
k6 134,83 0,62 800,10 30,02 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 9889 386 n.d. n.d. n.d. n.d. 28,47 116 94,10 4,59 3527 164 46,46 221 1580 0,25
k7 14826 708 101735 24,05 974 032 2359 107 nd. nd. 865 321 14565 138 nd. nd. 14833 584 2389 078 1929 300 331 105 6863 045 1121 033
k8 4772 092 6025 108 nd. nd nd nd 3416 020 7818 167 4949 547 nd. nd  nd  nd 260l 022 10279 504 5806 078 8891 081 1141 034
k9 19,08 059 687,14 844 643 027 1538 009 nd. nd 120060 254 9841 260 nd. nd nd  nd 120065 129 17,50 369 4599 116 8008 184 10,76 0,52
k10 90,53 2,01 589,89 2050 751 029 1798 001 nd. nd 8182 283 1341 11 nd. nd. nd nd 4259 171 12123 378 3898 071 8338 144 1170 0,01
k11 189,71 537 533,07 12,97 512 0,25 n.d. n.d. n.d. n.d. 27292 166 180,84 194 n.d. n.d. n.d. n.d. 66,23 189 111,93 2,24 9448 101 6343 0,17 14,06 0,04
k12 720,45 3137 69734 1710 nd. nd. nd.  nd nd nd 22636 528 20364 074 nd. nd nd nd 8672 056 15979 299 9016 2,06 9592 052 22,76 022
k13 385,32 6,10 784,32 6,26 n.d. n.d. n.d. n.d. 4359 160 75,90 0,30 175,17 6,73 n.d. n.d. 83,54 026 20,30 0,41 12599 2,47 3597 0,57 50,42 171 16,19 0,35
k14 21349 766 362,09 135 nd. nd nd  nd 888 042 695 003 10392 276 nd. nd. nd nd 1629 027 8149 375 42,86 089 5822 105 422 01
k16 343,02 14,60 752,57 2576 49,83 157 n.d. n.d. n.d. n.d. 175,62 7,08 97,61 4,30 n.d. n.d. n.d. n.d. 2161 0,28 118,35 160 7499 0,25 n.d. n.d. 2104 0,25
k17 23139 149 676,73 1787 nd. nd. nd.  nd  nd nd 7036 008 15574 539 nd. nd. nd nd 2921 006 14466 199 6712 117 9130 197 14,33 015
k18 236,40 6,66 99164 2593 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 7148 190 154,89 3,26 n.d. n.d. 228,17 0,59 27,82 0,14 7161 023 6223 231 5083 0,19 811 0,13
k19 668,00 19,03 162864 14,28 nd. nd. nd  nd nd nd 17328 730 17463 782 nd. nd. 25693 698 nd nd 12549 622 5505 021 7913 122 3162 055
k20 354,67 3,46 615,46 4,47 1501 030 36,67 180 9,98 0,29 23953 1124 26831 8,56 n.d. n.d. n.d. n.d. 12826 057 n.d. n.d. 94,69 3,74 238,99 1151 19,89 0,21
k21 69122 14,21 101229 4893 nd. nd. nd  nd nd nd 4175 100 15518 615 nd. nd. nd  nd U348 112 29909 047 10524 2,19 9190 120 22,49 022
k23 433,12 8,81 59559 8,28 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. mz39 0,26 122,32 482 n.d. n.d. 149,10 6,19 6,62 049 110,43 3,64 2957 0,85 69,56 110 1946 0,21
k24 39759 984 60996 58 nd. nd nd. nd. nd nd 627 014 6779 051 nd. nd nd nd nd nd 4578 059 3137 069 5631 177 12,63 0,01
k25 47135 7,16 142,14 16,62 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 179,79 0,38 19126 9,25 n.d. n.d. 1076,89 12,45 138,66 177 230,72 1139 112,16 501 14595 6,95 2579 0,28
k26 32001 604 653,07 2742 nd. nd. nd. nd. nd nd 7896 313 4075 177 nd. nd. nd nd 3897 089 9375 301 3241 046 6140 0,63 1760 0,16
k27 8732 151 40257 557 nd. nd. nd.  nd  nd nd 7303 267 10988 104 nd. nd. nd nd nd nd 9536 475 305 01 5999 127 1647 0,79
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k30 46485 16,30 94823 1131 nd. nd. nd.  nd  nd nd 22246 1051 28716 241 58541 2127 20453 9,61 44241 424 nd. nd 8277 233 6677 098 1,70 0,28
k31 28128 13,37 61087 2871 nd. nd. nd.  nd nd nd nd nd 7858 179 nd. nd. nd  nd nd nd nd nd 2785 032 6275 068 1661 0,38
k37 14354 084 35161 193 nd. nd.  nd.  nd nd nd 18030 099 126557 113 nd. nd. nd  nd 10181 052 13935 3,66 434 188 8793 070 1593 048
k38 94021 28,58 146474 7047 nd. nd. nd.  nd.  nd nd 13592 2,77 280,97 192 522,77 2167 1010 0,86 42574 155 7731 102 53,93 2,06 4675 129 20,10 0,65
k39 27504 10,69 63054 3.0 nd. nd. nd  nd 4692 025 9758 315 13023 175 nd. nd. nd. nd 6999 310 11360 199 6601 044 5540 2,08 13,98 0,39
k40 48439 1191 60732 12939 nd. nd. nd  nd 8401 25 7649 3,12 18333 575 nd. nd. nd nd 5432 259 11648 293 5646 0,39 440,29 1164 1541 0,34
ka1 19496 2,62 55520 13,74 nd. nd. nd  nd  nd nd 11204 053 14075 346 nd. nd. nd nd 8423 039 18696 527 5241 201 20180 805 1760 0,31
k42 41n.d. 4,37 872,50 3391 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 131,07 6,27 25561 3,37 70524 3413 182,69 31 n.d. n.d. n.d. nd. 8246 157 69,41 132 20,85 051
(i1 7489 364 36624 897 344 006 8835 162 nd. nd 12507 3,38 18244 60 nd. nd nd nd 195 018 8456 231 3322 129 10071 131 1686 0,43
2 532,39 174 1066,15 9,03 18793 899 nd. nd. nd. nd 35880 334 29086 4,75 998,23 43,13 nd. nd. 5546 087 9961 417 89,29 124 7908 192 2152 0,47
mil 203,84 235 121067 13,62 nd. nd nd  nd 17022 785 50565 9,23 20378 223 60474 986 nd. nd nd nd 32022 959 15831 2,11 296,94 053 2178 041
mi2_0 6707 2,29 46388 691 nd. nd 2169 985 8693 4,13 33267 957 9865 095 nd. nd 24291 141 9425 392 nd. nd 2971 065 22235 743 2126 0,17
mi2 445 189 21023 05 145 nd. nd  nd 1185 022 83873 4054 1791 555 202471 8229 nd. nd. 18445 013 43657 2,22 7135 2,52 276,79 565 2492 021
mi2_2 1950 546 50627 685 04 nd. nd  nd 2001 nd. 33040 146 189,92 3,31 949,36 2384 nd. nd 12403 088 1295 022 4209 140 19145 918 1887 0,02
mi3 271 128 17740 444 079 002 nd. nd.  nd nd 39052 1392 18759 686 nd. nd nd nd 985 039 176,75 0,14 100,07 392 20758 068 2311 000
mi4 644 51 83778 6,95 2957 075 15750 545 nd. nd. 112299 3254 8090 202 50507 122,95 nd. nd 6431 253 10779 468 9057 3,20 22167 2,31 17,08 0,37
mis 13575 3,05 102849 29,63 1246 033 12924 332 nd. nd 79925 3062 8604 108 nd. nd. nd nd 2473 037 6146 132 2131 100 9812 051 16,72 057
mi6_0 32,79 089 33914 366 157 004 nd nd 755 04 32952 154 1182 152 nd. nd. nd.  nd 9143 122 9909 191 5350 L1l 208,83 7,82 1862 0,67
mi6 139,88 335 91502 2534 nd. nd nd  nd 10551 152 78341 2469 16401 506 nd. nd. nd nd 3639 097 24637 964 15806 159 8529 3,72 18,79 0,61
mi6_2 5968 2,61 27109 336 026 nd. nd nd nd nd 22546 289 12582 076 nd. nd 20408 837 5562 2,50 1806 2,5 120475 318 16109 351 1493 059
mi7_0 7152 356 503,73 22,01 nd. nd. 39413 1569 13957 265 109322 23,14 13844 098 53237 1360 nd. nd. 5182 2,04 12425 342 130,75 324 7852 172 1975 0,72
mi7 6035 154 32481 12,97 203 002 nd. nd 260 004 48810 849 12950 091 165374 485 nd. nd 5409 012 nd  nd 6127 160 29469 761 22,81 090
mi7_2 52,4 229 3423 335 117 004 nd. nd nd nd 25286 727 10027 225 nd. nd nd nd 1703 027 1093 344 5629 090 15895 566 1926 0,35
mig_0 13132 3,89 30264 98 nd. nd 12530 513 4783 178 37524 1502 13097 361 nd. nd. 30751 131 70,47 133 8549 3,01 709 234 12684 078 1398 010
mig 52,71 190 27893 841 082 002 nd. nd  nd nd 2225 955 18309 261 nd  nd 25008 484 6652 160 127,19 065 12512 544 21947 6,05 1930 0,08
mig_2 6321 142 23958 777 030 nd. nd.  nd nd nd 259,18 1063 25433 667 nd. nd nd nd 405 093 35309 1605 54,27 185 nd. nd. 1863 067

*n. d. — nije detektovan.

218



Nebojsa Kladar

Doktorska disertacija

Prilog 5. Nastavak.

Hpc Hpf Ap NA Af R Kv Ec Fk Gk Hk Kk Phb

%s. e.

Uzorak ug/g suve biljke
X SD X SD X sD X SD X sD X sD X sD X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD
mi9 170,37 394 87640 179 72,8 128 nd. nd. nd nd 31506 732 4743 696 nd. nd nd nd 4668 2,14 156,69 563 7565 089 13599 2,92 2288 0,18
mi10 200,11 041 108156 4008 n.d. n.d. 312,80 1122 13264 108 179320 6800 332,11 333 nd. nd. nd.  nd 3685 092 16863 356 7457 153 262,39 12,95 20,99 0,66
mill 304,16 10,61 163072 58,46 n.d. nd. 29427 177 12427 323 94456 1976 13657 190 24132 2053 nd. nd. 3358 008 31764 836 4521 157 nd. nd. 21.60 025
mil2_0 80,94 0,84 429,28 525 n.d. n.d. n.d. n.d. 10322 2,5 46395 1783 1475 2,96 n.d. n.d. n.d. nd. 136,92 3,10 n.d. n.d. 66,57 176 252,71 740 2356 0,77
mi12 13,94 3,68 686,24 2532 nd. nd. 22028 382 9081 388 38542 098 19657 612 nd. nd nd nd 8737 4,16 149,06 556 132,16 281 24793 6,82 2203 0,90
mil2_2 99,71 3,23 872,07 32,14 n.d. nd. 27220 0,10 1429 3,71 135177 3598 268,07 527 n.d. n.d. n.d. n.d. 23856 2,98 13247 411 5429 019 206,77 283 16,12 048
mmL0 491 020 24142 376 090 003 nd. nd nd nd 74816 351 17,00 3,34 nd. nd. nd nd 8854 039 9823 114 11180 127 24244 1029 1717 058
mmi 10528 446 11975 24,05 nd. nd nd.  nd 1595 519 2227 551 19668 156 61979 386 nd. nd. 7193 173 18,29 563 149,98 513 22525 112 1782 0,01
mmL2 191 007 2105 524 060 nd. nd nd 2449 064 34448 1708 27243 172 nd. nd. nd.  nd 7458 264 17510 125 110,66 3,62 1842 368 22,06 065
mm2 2735 13,58 1369,38 14 1092 178 nd. nd. nd. nd. 83899 588 183,35 885 750,24 34,33 nd. nd. 5278 174 24805 241 5659 2,49 7993 2,82 1590 0,63
mm3 36129 10,03 1086,10 3554 6442 139 15859 178 4792 113 489,30 138 10498 136 nd. nd. nd.  nd 2028 091 10690 495 4243 045 8247 3,80 2053 0726
mm4_0 10185 2,67 34665 1639 6901 174 169,94 8,40 27,73 091 84330 272 25385 730 nd. nd. nd  nd 6641 2,03 14880 130 14,27 123 13521 339 18,85 0,50
mm4 16653 4,50 89511 301 9450 050 nd. nd. nd nd 60453 2,73 16500 165 n.d. nd. 20047 402 21573 0,70 153,20 464 1544 252 6637 057 1635 081
mm4_2 94,44 401 40874 206 3234 074 nd. nd. nd nd 8241 795 18667 229 nd. nd. nd  nd 20544 002 163,73 054 15450 4,11 10142 345 1482 055
mm5 25179 6,83 164,62 47,52 44,72 080 20681 101 nd. nd. 154040 5449 18129 588 nd. nd. nd nd 7395 2,12 25614 159 11908 576 224,29 3,20 2445 110
mmé 8257 296 69082 1633 n.d. n.d. 287881 10487 12066 4,18 1692,38 40,78 12684 547 nd. nd. nd  nd 5461 225 12231 209 13613 488 4651 090 22,81 063
mm7 186,45 0,08 179,87 311 5385 080 133247 558 nd. nd. 33L75 1446 19061 827 nd. nd. nd  nd 2513 038 1007 430 6954 095 9627 429 1948 0,19
ml 161324 16,00 10391 2321 nd. nd. 33345 1021 4197 6,71 165187 26,52 15059 694 nd. nd. nd  nd 7008 049 38528 636 4859 034 24430 392 1732 053
m2 786,14 3487 107715 609 nd. nd. 23762 525 9865 441 124128 2225 89,77 407 nd. nd. nd nd 344 004 16019 298 6040 197 18801 417 1826 021
m3_0 33408 909 26610 40 479 018 nd.  nd nd nd 90486 152 23321 332 nd. nd. 15183 146 12571 220 65L72 225 14324 2,67 24187 9,34 22,06 0,80
m3 587,37 897 342,72 1367 1807 060 4403 069 nd nd 1335 783 16763 2,75 38037 1831 nd. nd 9557 4,21 164,66 820 6124 196 9639 032 160l 0,75
m3_2 85063 4,76 10512 138 nd. nd. 23673 1144 9825 2,83 139037 6586 14852 6,09 200767 5431 212,42 9,20 4889 226 1716 552 10331 442 7403 344 1535 057
mé 132441 3438 130054 2963 nd. nd. 2268l 396 9376 3,79 101044 4898 884 056 18392 096 nd. nd 7623 2,89 16157 0,61 nd. nd 6435 04 2054 098
m5 239,77 8,76 380,43 17,75 nd. nd. 29097 101 n.d. n.d. 36590 1455 4420 112 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 84,92 0,82 2369 081 3195 133 3,42 0,09
mbl 359,83 13,09 50771 1622 nd. nd. 8835 221 3.7 076 18368 4,09 143,36 156 251572 4163 50838 Ind. nd. nd nd nd 18962 172 320,19 1515 1753 0,11
mb2 68,73 150 133,12 382 nd. nd. 5549 094 2232 11l 4607 150 29,69 052 nd. nd 6198 236 nd. nd 4412 104 1471 004 17186 2,64 20,71 0,18
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ol 22110 2,79 57402 254 nd. nd. nd  nd nd nd 88046 2217 1954 817 nd. nd. 30322 14,83 9942 080 72422 1596 n.d. nd. 803,49 1106 22,10 095
02 53,30 183 349,49 8,88 721 0,26 n.d. n.d. 126 n.d. 23933 3,38 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. 3982 192 85,35 381 1986 049
03 136,38 551 64518 1577 nd. nd. nd.  nd 2655 027 nd  nd 6817 087 39018 1761 nd. nd 7924 092 17858 100 4715 024 nd. nd 1919 078
ot 2263 090 29590 4,30 451 016 1067 01 1707 nd. 4751 143 7604 205 nd. nd. nd  nd nd nd 16141 415 5605 065 568,01 18,68 1856 0,36
pal 153699 2566 223477 10053 n.d. nd. 3092 964 13098 633 63487 541 16286 735 nd. nd. nd  nd 9465 375 19181 856 7369 0,27 299,01 1027 2592 0,72
plL 88498 4020 158031 24,95 2,69 004 nd. nd. 2502 087 82446 3740 1468 077 nd. nd. nd nd 9452 347 157,20 101 49,53 239 9866 099 20,48 042
pl2 996,91 742 907,78 10,77 n.d. nd. 18860 528 7649 083 42785 4,67 9825 163 24470 3,49 nd. nd 2288 067 10658 045 2802 094 6803 057 1709 035
pi3 987,44 32,08 131949 4266 n.d. n.d. 42130 1844 18169 8,09 35651 2,84 17119 383 nd. nd. nd  nd 7679 062 24414 202 2463 056 102,79 4,68 2494 0,06
pl4 90,33 3,85 54092 647 582 023 nd  nd nd nd 15163 3,18 12091 258 92706 4006 nd. nd 120872 394 nd  nd 4173 159 9180 4,01 1145 0,01
pl5 598,22 4,45 108443 2039 nd. nd. 6139 200 1898 047 25425 140 9574 131 nd. nd. nd. nd 2565 090 6018 054 638 255 5146 170 1559 045
pl6 798,71 8,83 179621 4799 n.d. nd. 28024 1116 9102 148 43609 083 13599 661 nd. nd. 43075 680 nd. nd 34730 085 22853 941 232,09 574 2411 01
pI7 563,78 4,35 129961 6480 n.d. nd. 24569 12,13 12230 3,36 157,96 228 159,09 4,14 370,78 7,65 nd. nd. 3898 163 13071 231 nd. nd. 7240 152 16,18 0,79
pl8 252,82 62,37 289560 13331 n.d. nd. nd.  nd 20070 9,18 629,13 2255 34161 16,4 nd. nd. nd  nd 8791 123 22867 1,31 20959 2,28 30526 440 2606 0,77
plo 786,67 4697 176227 659 nd. nd. nd  nd 10693 062 32955 255 16065 012 1227357 56,77 nd. nd. 6271 153 393,01 1683 4816 159 172,88 662 22,31 095
pllo 366,83 12,46 994,79 26,90 n.d. nd. 4745 294 5789 239 44202 622 9621 15 nd. nd. nd nd 846 003 7702 237 6955 012 7460 313 1615 0,19
plt 632,72 425 8R213 2564 nd. nd 19991 405 8161 125 1094,07 4596 17174 535 nd. nd. 81620 29,97 7993 248 28596 1348 126,05 2,63 18122 640 1942 006
pl12 69110 3,68 131630 56,02 n.d. nd. 4473 327 17872 151 83296 2013 21947 640 nd. nd. nd nd 00 nd nd nd 8747 286 3768 080 1928 061
pl3 161845 3423 202921 2509 nd. nd 34611 545 14770 541 161819 6,2 18365 68 nd. nd. nd  nd 7021 290 23392 1083 17807 886 21302 1007 2402 045
pl4 148318 7040 1653,08 174 9568 11 235838 122 nd. nd. 20408 779 109,15 502 146696 2601 nd. nd. 3594 173 240,17 349 120323 158 7691 2,23 1688 0,50
plss 590,61 2853 713,39 1635 951 197 nd. nd. nd nd 29910 1452 12895 3,78 23387 1159 nd. nd 4138 142 9591 3,79 59,00 121 57,67 2,224 1349 0,05
pl’s 976,04 739 1633,60 23,91 n.d. nd. 25966 1264 10861 135 30060 7,46 27465 323 105430 3921 nd. nd 4032 154 133,74 219 4049 157 15,00 115 1958 0,16
pl17 530,85 2526 896,65 3,28 59,40 096 4619 444 nd. nd 253,06 1091 24832 126 4435 14,72 nd. nd. 120838 163 2177 951 6451 2,01 nd. nd. 1682 0,24
pl8 128557 37,57 222346 69,71 n.d. nd. 48770 321 2170 358 45325 1252 3145 11 nd. nd. nd nd 7.8 27 nd  nd 14489 264 234,18 436 22,89 047
pl 27536 6,91 12865 018 nd. nd. nd.  nd 8970 003 17187 2300 27698 829 nd. nd. nd  nd 6803 045 23934 641 13682 2,82 13,05 2,53 1704 061
pl20 522,58 2516 163584 73,65 126,67 2,77 31249 1285 4642 214 81370 2456 19462 432 nd. nd. nd  nd 10576 51 12751 119 86,79 2,78 232,43 822 23,17 044
pl2L 690,92 22,70 189,96 054 n.d. nd. 24390 1088 120149 095 12882 2,97 13596 587 nd. nd. nd nd 1541 043 107,25 335 12402 557 6773 001 1890 0,26
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pl2 31829 235 79779 707 nd. nd. 21033 75 nd. nd 59629 1721 16269 435 nd. nd. nd.  nd 1505 052 18054 615 741 102 nd. nd. 17,66 044
pl23 mz21 12,07 1407,01 28,76 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. 28695 13,19 162,74 0,92 n.d. n.d. n.d. n.d. 6188 2,44 21342 0,51 n.d. n.d. 168,06 082 2044 062
pl4 59566 22,09 65111 29,60 6147 129 15130 6,04 nd. nd. 22015 1064 20995 152 732,38 229 nd. nd. 5705 247 15643 729 9749 2,52 6125 n.d. 1657 032
pl25 135305 2,36 222249 5782 103,67 2,89 25563 895 nd. nd. 46689 295 15101 6,12 45796 2117 nd. nd. 4588 032 22392 423 15120 4,90 6785 110 2386 035
ppl 231030 10,83 215813 44,75 n.d. nd. 502,50 2324 21839 126 486,60 1624 26556 9,83 nd. nd. 7091 3,18 84,16 3,30 18546 092 242,67 9,93 139,18 21 2765 052
pp2 402,15 0,77 175,61 5139 n.d n.d n.d. n.d. 46,81 119 170,55 2,69 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. 10246 051 24321 563 73,09 364 20344 322 1732 084
pp3 59943 818 15782 7062 nd. nd. nd  nd 120700 322 1931 160 13,89 426 nd. nd nd nd 478 206 nd nd 3852 144 1031 090 1624 0,28
pp4 2418 952 53157 734 nd. nd. nd  nd. 538 010 093334 2337 15576 74 8187 2401 nd. nd 7799 036 nd. nd 5081 201 15599 526 3107 0,05
pp5 74399 173 193,30 154 nd. nd. 13810 309 5366 067 43015 603 22059 477 6068 2798 nd. nd 122918 090 nd. nd 6399 065 15487 3,08 1539 0,38
pp6 769,02 34,15 1423,70 0,75 140 0,06 n.d. n.d. 2095 0,31 n.d. nd. 12771 168 32392 162 n.d. n.d. n.d. n.d. 98,87 153 3122 102 10523 4,75 18,24 0,26
pp7 138055 37,00 122864 34,28 nd. nd. nd  nd 3606 110 31667 103 23593 3,19 26778 120,28 nd. nd 3233 019 13313 520 4422 067 8893 028 1781 0,33
pp8 121369 4173 15003 63,37 nd. nd. nd.  nd 1L4 084 7647 2713 15321 538 nd. nd 3BM 129 7506 087 1545 020 92,70 406 7294 091 1821 090
pp9 253902 94,61 nd. nd. nd nd 38579 1242 16564 126 35231 1510 14883 351 14721 17,72 nd. nd. 9284 2,08 53499 089 4833 003 10585 2,78 2502 0,59
ppl0 57483 700 803,66 2372 262 004 nd. nd. 2430 120 16156 3,46 194,74 197 nd. nd. 25503 554 nd. nd. 15737 324 4839 132 122718 2,93 20,82 0,49
ppll 44742 9,62 483,09 58 102 004 nd.  nd 1339 041 37269 16,10 18805 332 nd. nd. nd. nd nd nd 10268 328 4115 157 122,14 070 2100 0723
ppl2 54254 443 74362 1178 003 nd. nd  nd. 460 015 63497 563 21898 78 nd nd nd nd 12413 489 25015 774 5248 0,75 16780 2,98 2315 0,27
pp13 73595 2510 97663 164 034 nd. nd.  nd 2198 039 37560 12247 19652 158 n.d. nd. nd. nd 9447 434 90,04 097 4207 089 U300 426 1506 0,07
ppl4 53650 8,2 86889 12222 nd. nd. 28469 1165 11993 175 692,87 13,82 104,06 3,65 370,19 591 10334 397 nd. nd 7597 264 3844 188 1137 3,30 1522 0,48
ppl5_0 7123 003 38347 75 1339 040 nd. nd.  nd nd 17223 434 13930 115 165495 404 nd. nd 29904 522 nd. nd nd nd 1836 391 1929 029
ppl5s 466,34 2060 74099 337 nd. nd. 130 002 nd. nd 8287 061 13897 642 nd. nd 7540 170 nd. nd. nd  nd nd nd 6140 229 1,17 0,19
ppls_2 U549 06 19648 749 3,00 010 3474 0,75 nd. nd 6295 125 1684 197 nd. nd. 9901 316 nd nd nd nd 3883 190 6555 141 878 026
pp16 7an 2,43 538,70 7,75 n.d n.d n.d. n.d. 2097 0,27 104,75 2,57 129,69 422 25474 0,20 n.d. nd. 4964 105 119,25 0,12 38,75 0,04 44,06 0,17 20,36 0,46
ppl7 46584 2145 749,17 2547 n.d n.d n.d. n.d. n.d. n.d. 16508 766 13437 181 n.d. n.d. n.d. nd. 5206 054 27746 13,75 94,74 2,34 17564 595 1185 0,52
ppi8 34729 1552 768,23 1507 n.d. nd. nd.  nd.  nd nd 24707 1072 196,75 3,29 444,41 1635 16551 515 8541 214 13746 068 3945 072 8673 0,10 1519 0,34
ppl9 21083 4,65 57665 2457 nd. nd.  nd  nd nd nd 23435 348 1929 477 nd. nd.  nd  nd 159,09 195 13115 3,70 4543 2,08 82,72 275 1593 059
pp20 4337 1,22 78708 1981 672 007 nd nd 108 045 532,58 1605 22754 51 nd. nd. nd  nd 1382 272 11940 2,18 53,70 0,28 12,65 2,71 2058 0,12
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pp2l 51708 1504 97648 1199 091 004 nd. nd. 2901 038 50940 224 18955 643 nd. nd. nd. nd 1255 040 7788 3,73 3821 0,92 12167 403 19,19 0,09
pp22 44793 7,2 67426 2435 nd. nd. nd  nd nd nd nd nd 17236 458 66746 2429 nd. nd 3131 103 14946 159 39,71 176 9942 082 18,38 0,63
pp23 145009 50,50 1503,84 49,05 n.d. n.d. 33329 818 14190 4,92 64780 2657 20943 330 nd. nd.  nd  nd 4181 153 13556 157 62,9 2,90 62,24 158 22,03 0,10
pp24 993,52 34,88 109145 3162 nd. nd. nd. nd.  nd nd 88860 239 18977 645 218929 12267 nd. nd 7645 237 20059 996 5684 121 79,71 375 2431 017
pp25 151030 7152 44760 14,36 nd. nd. nd.  nd 769 029 489,08 1636 12037 347 nd. nd. nd nd 7431 063 18245 496 U549 3,32 150,76 490 19,89 0,04
pp26 54747 18,11 108,38 3030 n.d. n.d. 24901 079 10380 457 139,34 5601 133,12 131 nd. nd. 37647 1785 n.d. nd. 44664 284 5163 114 13584 3,26 1953 0,46
pp27 31235 448 97522 3,3 nd. nd U085 444 4135 130 13457 090 1014 228 nd. nd. nd  nd 2602 022 12307 486 6145 2,82 7554 301 19,94 059
pp28 652,78 24,87 152567 4229 nd. nd. 16088 638 6396 2,62 28780 02L 762 308 nd. nd. nd nd nd nd 14975 266 3223 061 3250 065 BU 01U
pp29 862,76 7,28 190622 13,73 n.d. nd. 20488 596 8385 081 uU72,13 545 17382 833 nd. nd. 74626 3020 40,10 001 32565 6,25 4730 116 20643 610 2533 095
pp30 61290 10,22 766,31 1983 6817 174 16787 544 nd. nd. 1595 077 186,23 494 nd. nd. nd nd 13814 236 7368 346 7907 119 9580 0,08 225L 0,68
pp3l 70039 1747 141618 2777 nd. nd. nd  nd 6698 320 23543 858 20686 491 87852 579 nd. nd 7879 353 nd  nd 4523 021 2177 422 1852 0,06
pp32 42111 7,65 745,18 23,90 nd. n.d. n.d. n.d. 17,77 038 16592 2,81 200,22 8,61 634,58 2171 n.d. n.d. 10457 338 74,44 0,59 38,54 0,29 11520 227 1551 0,73
pp33 70368 2403 123996 056 89,30 335 nd.  nd  nd nd 4281 378 22724 152 nd. nd. nd. nd 6287 215 23930 9,1l 8638 388 6223 116 1561 0,39
pp34 138,68 9,19 216290 6189 nd. nd. nd.  nd 12615 621 26344 727 12,15 431 nd. nd 67325 7,33 5762 040 112,80 273 3867 054 13642 4,19 1916 0,6
pp35 32599 122 65536 30,29 n.d. nd. 8359 049 2902 062 7825 343 15623 494 nd. nd. nd  nd U823 390 13507 631 6387 2,89 6556 058 22,22 0,36
pp36 228,25 566 11503 3005 n.d. nd. 19907 650 8123 3,63 542,30 3,15 12995 049 nd. nd. nd nd 2130 080 12428 189 4805 196 59,79 194 18,02 0,43
pp37 70131 13,55 82576 548 15888 693 nd. nd.  nd nd 48L11 1696 35969 444 nd. nd. nd. nd 8815 086 9938 472 7385 043 107,62 307 1971 044
pp38 167749 13,54 144426 5646 n.d. nd. nd. nd.  nd nd 22596 1091 20109 9,04 633,49 1972 nd. nd 6068 033 1812 468 4206 L1I7 1667 555 1164 0,12
pp39 762,69 1947 109963 3,43 nd. nd. 24792 346 10331 186 153855 5253 11586 021 nd. nd. 52396 1501 3559 087 10424 144 12380 3,55 18117 536 23,65 041
pp40 436,36 2,01 97755 3599 49,61 247 122203 160 nd. nd. 26556 222 M550 0,63 nd. nd nd nd 2227 006 15869 516 5528 2,63 120,30 4,54 1774 045
pp4l 62315 4,19 919,06 42,34 26,11 0,71 6390 137 nd. nd. 20L72 853 13048 450 284,05 960 nd. nd 99,04 043 8278 268 7743 140 46,66 130 1590 0,78
pp42 685,52 147 220311 3492 n.d. nd. 31787 10,31 13493 178 368,78 8,29 18739 263 n.d. n.d. n.d. n.d. 5390 2,04 19921 9,81 12143 544 10462 0,72 19,04 0,27
pp43 53528 091 81378 2598 nd. nd nd nd nd nd 9622 28L 20405 2,3 nd. nd nd  nd 404 033 21219 813 4228 0,66 5022 247 1535 0,63
pp44 72636 2,20 10502 3,39 nd. nd 21532 945 8856 3,33 122,13 3,09 22973 1139 nd. nd. nd. nd 7354 336 2100 622 1595 2,47 14724 197 19,20 0,29
pp45 28655 160 19372 3773 nd. nd. nd.  nd  nd nd 22756 727 21731 902 nd. nd. nd  nd 8123 278 16517 206 5575 nd. 16135 235 12,36 0,06
pp46 96730 19,40 104470 9,75 6193 0,21 152,44 18 nd. nd. 31667 602 8608 102 nd. nd. nd. nd 963 033 6879 145 4840 155 10759 391 14,98 043
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pp47 212,78 9,17 61744 2809 nd. nd. nd  nd nd nd 13362 527 15223 528 nd. nd. nd  nd 14453 306 27248 13,05 6127 0,04 17247 224 16,03 057
pp48 537,06 20,70 51162 6,14 86,56 0,74 n.d. n.d. n.d. n.d. 246,24 197 169,86 3,01 n.d. n.d. n.d. n.d. 2565 126 78,67 0,58 86,57 3,02 9892 493 13,39 0,39
pp49 836,75 39,29 138427 3301 nd. nd. nd  nd 9635 2,05 33167 1594 8136 3,60 980,04 4287 nd. nd 185 134 14200 110 nd. nd. 14065 194 1887 015
pp50 978,10 17,06 198510 42,17 110,89 2,57 n.d. n.d. n.d. n.d. 108,63 4,67 14129 254 19591 4,27 n.d. n.d. 1741 0,73 62,52 2,12 4117 149 53,63 213 1819 061
pp51 868,79 17,12 119496 322 10702 038 26391 009 nd. nd 26974 619 19294 58 nd. nd nd  nd 9593 2,70 162,66 118 8634 354 5754 105 14,81 0,39
pp52 63684 3,76 112726 4337 n.d. nd. 20754 170 8505 160 274,74 421 15504 473 nd. nd. nd  nd 12146 434 38509 860 18805 873 22061 0,98 2235 0,73
pp53 34255 9,94 232031 18,93 nd. nd. 34301 944 14630 391 18023 328 2372 8B nd. nd. nd. nd nd nd 8815 014 8371l 2,22 9799 025 19,39 0,73
pp54 657,88 13,21 758,54 751 nd. nd. 1712 248 4418 2,14 680,86 1010 21144 918 nd. nd. nd  nd 120994 300 13748 069 6901 3,38 192,14 8,73 1942 0,28
pp55 6046 1518 597,35 12,97 26,03 125 104,08 28L nd. nd. 80691 077 27137 271 nd. nd. nd  nd 3926 196 9102 2,78 9701 2,46 133,23 249 20,08 032
pp56 970,46 47,24 173839 39,13 n.d. nd. 350,77 463 4979 11 35868 nd. 18510 899 nd. nd. nd  nd 1223 529 15488 772 15517 751 12862 050 2049 021
pp57_0 14,82 259 693,80 4,86 1082 051 12720 524 4873 088 12622 3,22 169,63 3,69 40526 139 nd. nd. 20366 078 18195 4,66 11591 502 376,07 17,48 1963 0,01
pp57  2252,26 2106 180351 6004 n.d. nd. nd.  nd 10862 027 753,85 207 1768 732 nd. nd. nd  nd 6828 120 47033 1290 7976 011 212,18 085 2034 0,28
pp57_2 612,40 6,8 138781 2066 nd. nd. 17789 3,37 7165 070 76393 32,11 12495 583 nd. nd nd nd 3691 041 31638 486 1680 082 122600 3,31 443 0,67
pp58 18823 046 62781 9,86 n.d. nd. 8885 166 3140 0,12 180,43 357 16427 020 23954 635 nd. nd 8056 LU 16682 623 13578 0,03 10518 0,79 1974 0,56
pp59 608,02 0,84 110555 5192 n.d. nd. 5544 119 1630 006 886,62 1197 19393 676 115533 9,80 nd. nd. nd nd 20004 04 5416 029 16388 380 18,78 035
pp60 612,01 534 182024 6200 n.d. nd. 26648 471 11170 356 19119 2004 20142 896 nd. nd. nd nd 5981 224 24134 139 6090 115 nd. nd. 2134 035
pp6l 106,33 3,75 32115 14,77 47 01 nd.  nd  nd nd 1695 202 1.875% 237 nd.  nd. nd nd 864 398 17133 191 3519 0,07 10824 477 16,04 047
pp62 50202 558 504,40 496 nd. nd. nd.  nd 2654 107 U583 032 160,68 160 nd. nd. nd. nd 784 030 nd nd 6787 115 7520 3,28 16,06 0,00
pp63 28105 13,14 54874 2379 nd. nd. nd  nd 1533 060 10457 470 120969 532 nd.  nd 30932 1493 6508 224 22068 4,81 5235 2,32 7894 248 1849 065
pp64 29385 8,16 40442 669 nd. nd nd  nd 2313 045 122,88 244 14895 723 nd. nd. nd nd 9593 366 14965 492 6916 077 13692 4,49 1520 0,39
pp65 249,73 2,79 127231 3518 nd. nd. 17739 659 70,2 027 37081 1545 14774 51 nd. nd.  nd.  nd nd nd 51 034 7198 3,44 3180 006 1883 0U
pp66 409,24 1569 148023 560 nd. nd. nd.  nd. 5184 067 38222 1188 229,30 10,39 nd. nd. 55646 9,86 4685 078 16659 067 9550 2,90 11500 4,64 1781 0,76
pp67 100296 38,39 148539 63,84 nd. nd. 28065 757 1810 281 14,78 1045 23298 624 nd. nd. nd nd 39,64 172 8750 2,36 12244 579 16599 7,86 17,68 0,38
pp68  1718,16 54,26 113867 294 nd. nd. nd.  nd 19693 042 33071 1547 174,10 046 nd. nd. 36099 6,18 6022 102 9498 023 9850 125 5994 2,63 1524 0,24
pp69 95856 27,34 82397 2566 n.d. nd. 24574 763 10232 nd. 100583 2826 1936 628 nd. nd. nd nd 4827 181 9711 204 8956 2,29 B790 501 1,2 060
pp70 57191 1102 986,39 802 nd. nd. nd.  nd 11339 150 392,79 6,83 15854 454 nd. nd. nd nd 6L24 234 8526 105 3391 010 7931 038 1613 0,74
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pp7l 619,81 084 82474 2056 nd. nd. 9154 163 3262 014 1053,03 1554 15491 120 1012,65 46,04 nd. nd. U4l 244 nd. nd 4854 0,79 166,16 517 2567 092
pp72 150,74 29,09 198192 58,27 n.d. nd. 32455 525 138,21 6,09 31741 754 173,02 796 n.d. n.d. 22,21 0,03 4963 2,02 33883 1492 19831 6,4 96,46 0,88 1845 0,84
pp73 327,40 14,81 108630 2477 n.d. nd. 4440 004 131l 049 U660 254 1094 32 nd. nd. nd nd 3333 031 9098 042 8629 160 5738 156 1566 0,66
pp74 68338 452 172,76 3362 n.d. nd. 21916 407 9031 029 nd. nd 51 442 nd. nd 42630 1144 nd. nd. 36419 266 525 0,10 23091 597 2116 0,33
pp75 63117 10,03 123857 4495 6575 2,69 nd. nd. nd nd 31053 130 4635 070 210,70 306 nd. nd 3223 005 4828 174 2194 053 2946 027 1,02 0U
pp76 425,14 4,79 406,24 6,27 nd. nd. 8858 2,62 3128 123 2081 237 316,63 4,78 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 25590 9,09 82,74 4,00 1522,03 1795 19,88 0,38
pp77 109,11 127 50189 13,74 70 024 1753 024 nd. nd 1238 134 10622 423 nd. nd nd nd 3231 067 20079 031 4159 140 829,78 14,17 20,13 0,48
pp78 15522 336 52140 4,20 481 015 nd.  nd. 2220 034 12035 157 26835 765 nd. nd. nd nd 1644 050 17367 029 10179 4,59 972,29 4780 1858 0,16
pp79 33168 888 750,62 1761 nd. nd. 9712 189 354 072 12546 313 13336 378 nd. nd. nd  nd 3497 040 nd. nd 7224 053 nd nd 2167 100
pp80 386,00 1152 757,14 2561 692 004 8733 105 30,70 109 132,58 2,98 19875 0,18 nd. nd. nd. nd 5741 093 26453 1129 12412 054 112706 3,17 1826 0,44
pp8l 8384 28,16 125090 13,04 nd. nd. 22940 663 9494 023 77231 1625 1568L 253 nd. nd. nd. nd 221 009 1076 2,57 12818 501 5235 019 1794 0,13
pp82 34788 8,75 131778 33,4 108,04 006 26644 999 nd. nd. 37899 1692 150,07 345 nd. nd. nd nd 1927 200 17946 755 80,99 0,29 144,48 568 2497 0,62
pp83 466,17 2109 188301 5350 11501 177 283,26 330 n.d. nd. 704,26 2193 126992 398 nd. nd. nd.  nd 2243 082 14431 080 6450 105 13241 544 2176 01
pp84 129566 32,90 212557 8668 8520 052 20998 501 nd. nd 49779 9,19 18661 3,28 nd. nd. nd nd 14692 677 20946 368 20459 506 ULR 500 24,89 0,44
pp85 128257 4578 128313 3123 nd. nd. 30nd. 808 12685 137 1210,66 4038 8053 122 143,23 2268 nd. nd. 2545 010 214,86 385 1460 3,64 8129 395 22,98 100
pp86 98787 23,05 1690,36 3103 10534 303 259,75 12,69 nd. nd. 47523 1509 12,67 12 nd. nd.  nd  nd 3851 074 1055 525 7871 175 28858 1075 2338 105
pp87 108982 4,41 129570 26,97 n.d. nd. 18731 465 7591 155 829,99 744 14583 725 nd. nd. nd nd 2183 037 8217 3,77 12147 2,48 1597 565 2359 0,96
pp88 814,59 10,34 1189,80 4949 nd. nd. 26609 295 1152 397 67335 750 154,46 125 nd. nd. 42297 261 nd. nd nd nd nd nd 3706 113 2525 117
pp8o 10181 229 34228 199 nd. nd.  nd.  nd  nd nd 16597 321 24505 514 34707 14,29 nd. nd. 15055 173 146,36 160 4538 102 7495 052 1778 0,32
ppo0 43537 4,22 913,49 3977 nd. nd. 23858 409 9909 063 19558 1038 20144 338 nd. nd. nd nd 3992 107 9359 270 7648 131 130,90 595 1841 021
pp9l 59307 10,93 154545 2137 n.d. nd. 33651 131 14335 680 105200 2619 19840 430 nd. nd. 39269 7,72 1519 422 3191 844 4528 110 132,41 082 22,23 0,99
pp92  1250,20 57,75 203542 3066 n.d. n.d. 29675 6,71 12538 540 134424 2884 nd. nd. nd. nd. nd nd 2962 119 2BB 971 1379 050 nd. nd. 2198 0,09
pp93 106669 2,11 956,88 2164 n.d. nd. nd  nd 2463 094 459,97 109 18577 343 11,66 2457 nd. nd 8190 168 11907 4,90 nd. nd. 40,67 01 2104 0728
pp94 356,80 782 134164 3139 27,67 032 21588 458 nd. nd. 28133 101 229,03 510 nd. nd. 650,35 2843 5949 104 9820 290 90,93 154 15382 4,60 20,20 0,60
pp95 192932 9552 166625 1146 n.d. nd. nd.  nd. 3357 137 34594 1258 13318 447 342,11 804 nd. nd 1097 01 15945 522 7938 2,86 U580 329 19,27 0,88
pp96 594,49 2,19 130383 0,03 nd. nd 19569 041 7970 092 172,20 481 22929 608 nd. nd 31242 12086 3386 145 9717 3,86 10754 3,07 139,93 696 20,19 0,00
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pp97 663,22 3156 14892 651 nd. nd. 249,04 275 nd. nd 62806 1350 1425 412 nd.  nd 44915 938 nd. nd 20569 385 8291 3,09 13025 181 19,79 043
pp98 84555 23,77 922,50 40,77 n.d. nd. 186,23 732 7542 157 66110 24,67 15115 143 n.d. n.d. n.d. n.d. 15,48 0,73 8197 2,88 34,55 150 8141 266 1542 041
pp99 676,78 3175 115530 n.d. nd. nd. 19047 790 7734 094 83050 1348 14897 418 nd. nd. nd nd 7489 261 24051 788 156,76 0,66 42,35 486 18,33 0,33
ppmi0o0 840,31 2,06 121445 29,73 2231 0,12 22150 4,62 n.d. n.d. 689,29 2,41 15101 6,55 n.d. n.d. n.d. n.d. 94,02 432 217,72 321 13706 252 26106 4,96 2393 081
ppi0l 39582 535 61649 005 nd. nd. 10974 404 4084 052 169,66 640 9076 384 nd. nd nd nd 5786 121 11615 51 6426 2,03 7301 019 1936 053
ppl02 496,56 23,18 646,37 2354 392 008 nd nd 1768 015 93,16 195 10884 0,70 542,70 1699 nd. nd. 4895 2,02 14195 4,81 8499 315 8958 045 2075 079
ppi03 100745 1393 70860 2,75 nd. nd. nd  nd 5958 2,36 188,78 186 28787 116 nd. nd. nd  nd 2125 841 33417 2,72 14,58 457 14805 664 2525 107
pp04 37780 18,66 738,63 2668 nd. nd. 9453 296 3397 040 11246 150 143,08 047 nd. nd. 31024 606 9018 05 nd. nd 120108 053 28535 553 2285 029
ppl05 33083 3,28 689,76 32,17 575 014 10669 055 3946 0,14 8620 38 1773 151 nd. nd. nd.  nd 3220 071 14523 2,32 7982 125 8706 356 1656 064
ppl06 517,77 4,28 884,07 2596 44,00 0,95 21534 554 nd. nd. 74545 1398 10711 0,24 354,28 12020 nd nd 4135 0,0 10192 0,09 8781 010 10140 503 2306 063
ppl07 114122 2352 254516 3335 nd. nd. 23931 879 nd. nd 98005 2715 19182 6,2 nd. nd 56441 2303 9,17 013 29661 132 133,98 3,67 18799 264 2019 095
pvi 886,11 507 10484 579 n.d. nd. 32019 1397 13598 4,62 17036 010 244 171 nd.  nd. nd. nd 7458 116 12706 282 1553 0,94 6794 133 1835 085
pv2 236,76 023 40050 433 nd. nd nd  nd  nd nd 80324 1,99 29324 1149 9080 4295 nd. nd 7516 113 102,94 108 4400 076 202,67 126 1448 0,70
pv3 1793,66 4,78 162325 5547 n.d. nd. 529,72 2,28 230,70 126 193,75 2,31 164,71 097 548,04 538 n.d. nd. 5862 239 97,65 2,28 45,17 171 79,45 2,57 1796 037
pv4 77455 36,43 223234 8116 nd. nd. 33829 1372 1446 101 34963 1628 230,87 1099 96608 1136 20041 958 nd. nd 11906 060 3788 164 6833 02 2062 0,63
pv5 142392 3922 132940 887 113 004 nd. nd 7267 337 91389 354 1761 802 nd. nd. nd nd 1866 098 3555 393 3107 139 12892 529 20,21 032
pvé 2608 9,57 72117 787 602 009 nd. nd 98l 043 27896 635 30620 590 922,55 3258 nd. nd. 6884 157 13640 244 6028 2,02 10627 237 1757 084
pv7 68523 1238 63488 207L nd. nd. nd  nd 2004 010 42720 4,07 14315 619 62156 22,07 nd. nd 2791 087 7412 138 3143 024 8857 195 16,60 040
pv8 44173 1991 460,07 1099 093 00l nd. nd 493 006 98375 011 24163 2,15 69122 1807 nd. nd. 8088 301 12005 135 4536 062 120854 4,73 16,75 0,05
pve 606,47 1901 54460 2115 619 030 48 054 nd. nd 15860 705 19300 545 702,09 24,00 122429 349 38L12 532 nd. nd 3345 141 70,90 160 1222 027
pvi0 308,40 1142 502,52 2496 nd. nd. nd.  nd nd nd nd nd 12478 14 nd.  nd. nd nd 9272 261 19715 621 70,78 0,04 122464 060 17,25 0,05
pvil 52748 17,43 1720,77 1891 nd. n.d. n.d. n.d. 7570 148 24083 446 12991 284 n.d. n.d. 29259 1263 4104 0,82 79,67 247 2894 0,74 96,38 3,76 2121 0,03
pv2 60628 23,41 19379 5190 n.d. nd. 332,72 417 14164 339 12672 067 15873 071 nd. nd. 12069 0,70 2095 026 10141 227 4492 198 7084 255 19,33 049
pvi3 947,79 4226 180140 2,04 nd. nd. nd.  nd 2644 113 18967 3,48 12930 033 90310 2769 nd.  nd nd nd 5400 061 22,65 0,75 5485 120 23,57 028
pv4 54341 347 106103 382 5827 0,27 14340 333 nd. nd 21695 591 9927 442 24831 031 nd. nd 327 005 6466 306 4033 139 86,75 102 14,29 0,02
pvls 59758 20,71 656,22 1145 3817 0,5 21609 243 nd. nd. 98335 3362 19065 68 nd. nd. nd nd 3607 067 9699 465 7786 026 nd. nd 1452 055
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pvi6 366,03 2,53 153706 72,96 n.d. nd. 17343 487 6963 333 869,08 2897 12380 144 550,86 2038 nd. nd. 7382 222 1613 042 3985 049 1194 431 1769 032
pvi7 203,23 566 66147 17,28 440 0,08 n.d. n.d. n.d. n.d. 93,07 3,89 96,08 4,40 n.d. n.d. n.d. n.d. 1251 0,05 66,00 2,64 2306 0,71 4135 168 1521 0,09
pvis 656,80 4,33 174121 096 n.d. nd. 23447 812 9723 362 400,70 130 22194 115 nd. nd. nd.  nd 5274 147 15640 346 5L04 0,23 9894 424 1763 014
pvlo 21663 6,76 38597 2,53 nd. nd. nd.  nd 939 030 4637 141 18400 818 nd. nd. nd nd nd nd 8393 302 5290 125 nd. nd. 1583 008
pv20 113037 47,76 156151 60,62 n.d. n.d. 44353 841 19173 062 499,48 977 17713 107 408,01 322 nd. nd. 4131 125 9858 182 3042 042 8265 138 18,72 0,07
pv2l 179,00 230 137049 1134 nd. nd. 7813 353 2706 112 31566 120,07 6563 073 nd.  nd 24044 027 5234 251 11050 290 3591 087 7004 155 19,24 0,95
pv22 24664 044 120563 36,30 n.d. nd. 16945 534 6784 173 440,02 1388 6729 3B nd. nd nd. nd 661 021 4261 079 16,77 008 25639 051 17,32 0,03
pv23 38801 2,12 100726 34 nd. nd. nd  nd 3595 041 26316 9,81 30230 010 nd. nd. nd nd 7159 201 nd. nd 4718 2,25 20599 3,16 1540 0,32
pv24 31362 850 56799 294 565 0,15 1343 028 2413 104 98838 416 120485 023 nd. nd 15238 638 3040 096 26450 730 5790 0,55 993,14 3346 20,98 100
pv25 566,56 590 124805 2691 39,94 108 24795 912 nd. nd. 30735 3,00 24242 446 nd. nd. nd  nd 8199 211 20413 929 5247 153 17492 4,41 2026 0,32
pv26 65541 22,58 650,26 12,89 2458 001 6012 009 nd. nd 36688 191 14771 160 nd. nd. nd.  nd 4158 070 13023 396 8779 4,06 190,59 074 1686 0,67
pvm27 28168 10,02 113663 2760 nd. nd. 4119 017 985 048 20 3787 15790 036 69926 13,76 nd nd 5052 246 1871 111 46,77 007 14518 449 1806 043
pv28 38701 574 130348 1631 nd. nd. 28132 588 1841 071 16535 574 14899 021 33799 730 nd. nd. nd nd nd nd 1868 051 4931 065 2423 087
pvm29 186,79 7,07 509,90 225 nd. nd. nd  nd  nd nd 16094 542 9761 085 20970 4,89 159,13 722 12734 6,35 19646 3,70 4325 166 62,47 141 151 053
pv30  1129.86 38,74 86727 2542 767 026 8961 412 3174 153 1254 499 13706 541 nd. nd. nd.  nd 6420 167 18442 648 8857 2,49 8L79 291 1885 053
pv3l 102455 3554 102293 32,10 nd. nd. 21908 07L 9027 0,78 33894 12,16 1268 05 nd. nd nd nd 2528 114 23668 514 6785 091 8757 247 1249 0,61
rgl 33466 778 177303 40,02 nd. nd. nd  nd 15373 577 78473 2816 19444 586 nd. nd nd nd 12713 4,76 20034 487 5192 125 26535 547 1846 0,26
rg2.0 2813 14 3141 ouU 248 022 nd nd 309 015 37201 921 9740 025 nd. nd nd nd 15493 731 186356 5574 5569 075 9483 315 2301 020
rg2 150,74 394 85338 95 nd. nd nd  nd nd nd 20653 4,69 16135 322 6165 2,84 nd. nd 3344 020 16628 166 4029 013 10503 194 1225 0,13
rg2_2 418,72 18,30 146187 4126 n.d. n.d. n.d. n.d. 8554 0,15 31741 14,78 12719 3,58 n.d. n.d. n.d. nd. 6332 061 n.d. n.d. 39,41 0,39 107,08 3,70 14,73 0,44
rg3_0 7457 342 32666 789 730 02 nd. nd nd nd 64248 1968 13596 4,82 nd. nd. 9982 332 19568 834 21821 2,18 9181 169 9800 143 2235 002
rg3 61391 19,45 1706,70 16,74 n.d. n.d. 31140 315 132,00 2,89 131199 3118 2185 928 nd. nd. nd.  nd 122181 366 17581 909 83,02 2,68 104,77 4,50 1734 0,22
rg3_2 81737 3490 236485 11727 5124 199 126,03 2,78 2150 0,36 478,63 14,19 20229 2,22 47537 683 nd. nd. 17793 431 nd. nd 5866 nd. 22309 595 1692 075
rg4_0 6604 232 40908 1943 nd. nd. nd nd nd nd 7605 2927 23435 774 nd. nd. nd nd 58619 581 165504 4128 7266 041 143,08 564 2115 058
rg4 109056 53,59 357770 12450 42,72 1122 nd. nd. 7745 007 62858 408 17484 545 nd. nd. nd  nd 122298 58l 19099 823 5971 2,55 8741 043 18,46 0,02
rg4_2 90531 22,89 275520 58,06 138,15 2,73 340,85 3,57 6092 0,26 83565 1048 328,78 845 nd. nd. 30205 335 26252 192 38961 12,17 63,28 184 8152 103 20,14 055
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rgs 0 7399 179 29197 175 nd. nd. nd  nd  nd nd 55287 360 26554 12,68 nd. nd. 25528 2,08 33709 131 29993 841 4852 087 8847 179 24,70 022
rg5 687,71 3,43 2140,68 5155 nd. nd. 279,15 12,21 1743 0,06 112249 1084 290,61 1194 n.d. n.d. n.d. n.d. 14540 0,72 171342 60,84 108,90 113 58,05 147 20,77 017
rgs_2 839,23 2020 298004 13174 n.d. nd. 21244 510 8727 4,10 843,12 38,69 28706 14,24 159354 5448 nd. nd. 24409 985 155523 44,93 80,74 2,97 14624 144 2112 0,70
rol 232116 2374 218557 60,40 nd. nd. nd.  nd 23417 990 25702 341 14054 500 nd. nd. nd nd 10267 247 nd. nd 6138 264 8913 433 1123 037
ro2_0 330,77 1539 51397 1679 1144 005 2780 030 438 020 8396 105 7266 274 nd. nd. 65829 306 50,29 219 15398 6,86 5526 176 669,89 2550 18,18 0,04
ro2 456,18 2103 64757 11,49 4,02 0,18 n.d. n.d. 71 0,76 69,01 0,39 n.d. n.d. n.d. n.d. 418,78 31 10,25 0,17 n.d. nd. 4420 0,18 34424 10,17 18,09 0,56
ro2_2 52200 027 78626 852 nd. nd. nd nd nd nd 18486 78 nd. nd nd  nd 46119 337 12927 052 nd. nd 4817 106 7488 170 1135 042
ro3_0 660,05 1582 56958 1346 nd. nd. 4699 021 1247 056 9987 059 8207 315 nd. nd 64399 874 3045 104 176,63 8,62 183,75 6,30 48380 994 1752 010
ro3 89499 4160 63059 1962 660 032 1566 041 3052 064 120972 175 nd. nd. 50024 102 nd. nd 155 007 12863 3,19 13090 0,42 26853 1104 19,08 0,68
ro3_2 664,84 14,63 506,39 1931 nd. nd 6404 206 2020 062 8728 021 9401 165 nd. nd. 52895 1149 33,98 167 14526 4,62 5626 2,17 302,19 4,86 1580 0,68
ro4 156,41 2,91 24957 024 nd. nd. 4308 054 1071 004 7896 038 6692 177 nd. nd. 9662 353 nd nd 9174 362 4488 209 49750 2,33 13,00 0,01
ro5.0 164503 16,69 183942 972 1577 049 3833 178 nd. nd. 37664 310 9769 2,83 66096 2810 nd  nd 15634 544 29718 14,01 5500 170 157,85 6,06 2322 0,17
ros 76705 1,90 105218 883 nd. nd. nd.  nd nd nd 7508 002 8700 047 nd. nd 5534 2143 3725 139 nd. nd. 4772 028 5881 124 12,28 0,04
ro5_2 50161 9,53 749,03 27,75 n.d. n.d. n.d. n.d. 2410 114 8180 2,87 97,19 162 n.d. n.d. n.d. nd. 2267 094 111,68 3,74 4171 0,64 30368 993 1480 047
ro6 819,78 1152 670,64 634 nd. nd. nd.  nd 59,38 296 11467 3,79 7496 046 nd. nd 27422 861 4332 0,71 12659 258 1217 222 35699 821 1967 0,93
ro7 86786 285 568,73 822 nd. nd. 9291 437 3322 073 2315 251 nd nd nd nd nd  nd 12105 353 23196 290 9859 3,39 nd. nd 2264 095
ro8 64642 29,92 88630 30,79 nd. nd nd  nd nd nd 896 233 10460 397 nd. nd nd nd 7L42 044 1140 522 5333 141 70,58 2,89 2199 04
ro9_0 72242 497 789,05 106 nd. nd 3743 17 815 031 9325 241 985 163 nd. nd. nd  nd 2947 131 12046 3,23 7946 255 70331 2739 1799 0,00
ro9 104453 1153 104766 2176 nd. nd. nd.  nd 5154 073 13372 037 1214 572 38670 1388 nd. nd 122399 178 nd. nd 6604 143 32731 1037 27,66 0725
ro9_2 249,95 4,29 786,36 589 nd. nd nd nd 1605 003 9482 002 nd nd nd nd nd nd 4167 032 10512 256 4049 055 282,69 1148 996 019
rol0_0 533,22 2545 128799 1236 122,18 030 nd.  nd nd nd 16429 790 9455 4,60 nd. nd nd nd 4238 157 nd. nd. 6273 143 nd. nd. 1750 028
ro10 578,05 8,66 125413 192 nd. nd. nd. nd.  nd nd 17491 655 7230 101 nd. nd. 78107 3284 nd. nd nd nd 4164 2,07 7928 3,71 13,67 0,53
rol0_2 32181 1602 7609 1065 nd. nd nd  nd  nd nd 20870 806 nd. nd nd nd 87230 1757 3998 172 nd. nd. 5161 210 6461 303 1394 034
roll 104894 27,05 676,65 560 nd. nd. nd  nd. 5277 010 1480 450 6525 094 145437 5510 22181 0,06 12095 012 9875 285 8703 191 58516 20,96 17,08 0,05
rul 76,57 333 1878 21 nd. nd.  nd  nd 2533 033 5534 042 6211 15 nd. nd. nd nd nd nd 1460 496 4122 158 7221 257 16,15 0,80
ru2 58516 087 44423 1962 n.d. nd. 9139 134 3255 052 8485 386 6220 190 13,79 118 nd. nd. 989 nd 16663 008 nd nd nd nd 1586 067

*n. d. — nije detektovan.
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Nebojsa Kladar

Doktorska disertacija

Prilog 5. Nastavak.

Hpc Hpf Ap NA Af R Kv Ec Fk Gk Hk Kk Phb

%s. e.

Uzorak ug/g suve biljke
X SD X SD X sD X SD X sD X sD X sD X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD
ru3 14585 121 349,32 602 nd. nd nd nd 1534 039 25476 1064 73,78 041 4609 105 nd. nd. 3263 003 53548 2621 177 030 421 153 1328 0,24
ru4 175,56 327 564,46 1567 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 122,51 112 88,49 3,54 165058 69,92 153,23 112 63,20 2,18 n.d. n.d. 58,75 0,79 212,45 521 17,47 0,78
rus 526,36 22,88 449,47 381 nd. nd. 15242 105 6014 206 120529 382 6501 070 nd. nd nd nd 448 184 23119 233 nd. nd. 127767 3183 1310 0,24
rué 22437 161 752,78 13,05 nd. nd. nd  nd. 4643 2,09 nd. nd 7448 263 142119 3332 457,18 12047 3010 121 204,75 214 62,65 0,81 118544 10,45 1195 0,49
ru7_0 62484 1173 503,80 1122 351 04 nd  nd 4089 202 13556 304 6804 276 33762 551 17556 0,28 54,92 175 28827 597 19547 4,84 314579 8543 17,03 052
ru7 48711 1068 56053 2119 361 013 nd. nd 3749 142 WP 507 6398 242 nd. nd. 22737 508 2955 022 154,38 039 8593 332 946,61 907 1814 039
ru7_2 41859 1884 442,72 3,79 nd. nd. 6378 300 2006 033 6469 094 6704 298 8749 404 nd. nd nd nd 14475 133 nd. nd 62985 16,12 1377 013
rug 70151 1181 45837 651 nd. nd. nd.  nd 6257 134 11603 116 138 413 9221 439 30788 1142 6862 223 17607 772 15188 0,50 1626,55 58,51 20,82 0,91
rug 622,65 10,22 5104 423 512 025 21239 668 8725 037 9768 4,24 6431 262 29925 818 9622 286 3728 003 nd nd nd nd 10766 4767 1728 0,50
rulo_0 860,18 4190 726,89 3404 nd. nd. 10500 132 3870 130 10751 294 7387 197 47326 759 nd. nd. nd nd nd. nd nd nd nd nd 2095 097
rulo 140522 5355 1684,56 4064 93,66 4,16 n.d. n.d. n.d. n.d. 738,09 5,64 73,18 0,05 n.d. n.d. 49579 1223 18585 6,86 38858 1502 6123 0,09 12149 3,00 22551 101
rul0_2  1024,73 1587 68023 25 nd. nd. 17534 429 7050 2,00 9152 066 9326 25 nd. nd. nd  nd 3598 069 16222 362 15,5 664 85593 1599 1753 0,75
rull 517,87 2186 396,02 4,30 nd. nd. n.d. n.d. 69,62 120 78,05 2,39 12390 0,25 n.d. n.d. n.d. nd. 36,99 102 22530 2,80 154,32 3,79 105489 46,73 1993 0,27
ru 278,55 1158 353,63 510 nd. nd. 16499 107 6582 248 10279 114 14551 611 12586 329 69783 587 320,19 245 187,14 740 49,7 055 99586 155 1526 0,23
rub13 119,69 3,19 251,74 3,15 nd. nd. 11244 3,72 42,08 184 132,72 3,16 80,47 354 n.d. n.d. 12194 584 29586 183 518,53 2,48 19523 146 308221 66,55 2048 0,16
ru4_0 874 350 21938 298 057 002 138 003 nd. nd 48544 650 6664 161 nd. nd nd nd 17788 652 19415 390 62,44 186 84,18 105 1864 O
ruld 299,76 5,55 74995 2792 nd. nd. n.d. n.d. 56,46 2,54 112335 5132 1142 4,72 n.d. n.d. n.d. nd. 192,05 7,76 20491 380 66,85 103 72,46 005 1575 0,16
ru4_2 668,27 435 10128 125 nd. nd nd nd nd nd 1535 012 7498 015 nd  nd 19293 543 1548 019 9246 3,24 3140 032 3754 186 855 008
ruls 567,25 1548 50855 2095 nd. n.d. 12141 118 46,12 2,12 76,88 109 90,65 3,20 n.d. n.d. 32592 1598 24,29 0,41 17510 4,07 100,25 2,01 914652 9,93 1965 0,46
ruls 706,42 4,68 108560 3891 n.d. nd. 16458 668 6563 045 12805 241 185 573 nd. nd. 1457 113 9218 004 nd. nd 7309 013 210063 1355 27,32 095
rul7_o 230,06 6,91 36112 4,60 n.d. n.d. n.d. n.d. 4134 2,02 9117 2,40 122,73 0,61 n.d. n.d. n.d. n.d. 158,72 121 29835 1430 268,76 13,14 147950 54,42 18,33 0,67
ruiz 219,10 146 33426 1592 nd. nd. 13888 333 5401 238 7165 039 9925 17 nd. nd. nd  nd nd nd 16985 044 20356 682 69108 20,12 1875 0,03
rul7_2 283,13 1103 54133 155 nd. nd. 16145 4,20 6422 094 123406 4632 10292 3,02 30518 705 nd  nd 4254 545 160632 72,02 4645 131 90,92 295 1802 049
ruig 10023 0,60 19743 658 184 nd. 7L96 342 2376 081 10553 252 8505 047 nd. nd. nd  nd 10491 029 nd. nd 1216 0,78 610,57 2592 1597 074

*n. d. — nije detektovan.
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Nebojsa Kladar

Doktorska disertacija

Prilog 5. Nastavak.

Hpc Hpf Ap NA Af R Kv Ec Fk Gk Hk Kk Phb

%s. e.

Uzorak ug/g suve biljke
X SD X SD X sD X SD X sD X sD X sD X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD
rul9_ 0 1664 163 15177 633 nd. nd. nd  nd nd nd 10160 448 8769 014 nd. nd nd nd 3468 164 nd. nd 6731 072 243411 8730 19,86 008
rul9 183,37 190 311,90 9,77 n.d. n.d. n.d. n.d. 56,92 045 93,18 229 68,72 095 83,84 2,55 n.d. n.d. 23,51 o1 n.d. n.d. n.d. n.d. 1040,07 3050 17,94 044
rul9_2 23473 1038 37628 12247 nd. nd. nd  nd 3146 083 8277 210 6856 0,18 nd. nd 23642 345 4970 191 130,06 3,25 11560 2,37 668,40 1688 14,63 044
ru20 88,48 405 16367 4,83 nd. nd. 1224 237 5101 2,39 7871 128 7541 336 nd. nd. 18099 641 nd. nd 10745 402 12615 6,03 490,77 7,50 14,30 0,30
ruzl 897,49 1551 76058 9,75 n.d. nd. 250,38 405 10442 34 107951 452 4708 068 U537 340 nd. nd 1105 035 130628 5511 1578 0,58 54,77 2,49 13,88 0,07
ru22 790,09 2838 4599 12,87 n.d. nd. 22009 765 9073 153 1015 2,29 120827 420 nd. nd 28328 522 nd. nd 20375 403 5353 137 168175 67,23 18,40 0,29
ru23_0 174,09 734 18005 740 nd. nd. nd  nd 4272 079 1221 306 20385 662 21737 268 39579 446 382,74 1504 389,84 6,07 169,08 401 299110 62,85 1538 0,10
ru23 398,67 14,19 62193 4,34 n.d. n.d. n.d. n.d. 56,52 2,16 101,97 127 n.d. n.d. n.d. n.d. 30517 12,12 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 1266,66 19,05 16,30 0,06
ru23_2 24192 2,80 22202 091 nd. nd nd  nd 4088 128 93,07 422 122556 151 nd. nd. 190,73 742 17508 705 17941 050 87,33 194 89728 32,76 1345 002
ru24_0 7128 on 405,31 6,18 3,33 0,11 n.d. n.d. 14,21 0,48 323,74 15,12 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 5036 0733 14449 136 1858 091
ru24 208,86 042 42737 1925 nd. nd.  nd  nd nd nd 6448 2,86 5577 009 299,44 648 21789 385 1590 022 nd. nd 3076 0,75 824,70 97 1641 0,78
ru24_2 354,95 476 29175 14,50 nd. nd. 9924 412 3609 070 10028 062 10040 052 nd. nd. nd  nd 155 187 130,16 4,98 4973 079 63633 345 1510 01
ru25 85596 18,82 609,39 12,26 n.d. nd. 21951 260 9046 3,73 869,89 3440 8151 245 nd. nd. nd nd 1884 052 103632 14,05 3829 0,93 90,62 260 1592 054
ru26_0 264,20 4,67 45133 1805 nd. nd. 3457 049 668 023 10450 253 7894 25 nd. nd nd nd 2735 110 26637 742 nd. nd. 122994 2339 1690 077
rui26 158853 2516 968,19 40,86 n.d. nd. nd  nd 5769 229 17995 184 12835 550 n.d. nd. 84021 40,73 42,27 114 26505 3,68 339,23 3,27 158843 2092 18,38 0,69
ru26_2 120181 5422 54544 22,00 nd. nd. 6743 3,04 2171 081 10903 304 6858 118 2105 822 nd.  nd 4205 01 17353 833 20065 137 107793 52,11 1795 080
sl 254,41 1194 620,82 2391 nd. nd. 10111 263 3694 091 8904 269 6865 230 nd. nd. nd nd 5474 049 15805 041 59,72 0,39 65130 427 1753 0,18
s2 39996 8,7 99427 4153 nd. nd. nd.  nd 10622 351 122574 071 8392 143 nd. nd. nd.  nd 9741 296 17926 183 86,228 4,03 1220,69 3507 20,79 0,20
tL o 10547 2,31 29167 1098 120 001 4,74 067 nd. nd 38301 1802 7879 367 12408 117 7057 097 9602 101 502,84 2318 4533 201 1047 158 1299 0,38
t1 32288 9,06 103752 5035 n.d. nd. 34320 332 14637 4,43 609,33 1684 uL75 240 nd. nd. nd  nd 6026 298 nd nd 3809 132 6118 148 1844 0091
tL2 306,94 586 146546 6665 017 nd. nd  nd 8296 282 17993 708 16459 137 7637 043 nd. nd 12249 030 nd. nd 1699 064 3371 143 B 001
t2 14693 0,10 853,96 3080 4683 153 nd. nd. nd. nd 64862 25 20207 0,77 nd. nd. 540,64 13,49 4096 022 25321 518 5684 2,78 12300 111 2301 0,12
t3 52,38 956 856,67 041 6259 220 33589 782 nd. nd 157130 6120 12087 343 nd. nd  nd nd 13625 133 122313 5826 6759 333 10749 2,74 2239 0,99
t4 707,77 16,00 122437 42,89 16518 749 nd. nd. nd. nd 62162 2864 15598 108 nd. nd. nd. nd 10575 278 21476 746 4488 098 7664 115 16,10 0,26
t5 64187 1559 93221 13,76 n.d. nd. 47562 9,08 20624 307 56900 2169 13283 093 nd. nd. nd  nd 10508 3,16 94673 22,63 12149 583 169,71 732 17,00 077
t6 803,32 500 1263,23 46,67 7643 030 44358 605 nd. nd. 92386 4485 12123 482 nd. nd. nd nd 7584 037 71134 631 2593 076 5577 0,40 1708 0,24

*n. d. — nije detektovan.
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Nebojsa Kladar

Doktorska disertacija

Prilog 5. Nastavak.

Hpc Hpf Af R Kv Ec Fk Gk Kk Phb
%s. e.
Uzorak ug/g suve biljke

X SD X SD X X sD X X sD X X sD X SD X sD X SD X SD X SD

t7 119,96 3,15 936,84 3549 84,98 2,86 156199 222,44 055 n.d. n.d. nd. 7398 136 3,72 80,84 351 7097 0,04 17,01 0,07
t8 29853 3,89 962,91 3542 6100 103 349,10 89,23 358 39166 nd. nd. 7392 045 362 1681 455 7071 2,64 1528 0,49
t9_0 485,13 1565 1107,06 9,52 11499 197 1078,53 20589 533 n.d. 290,26 13,28 147,34 7,02 n.d. 88,60 007 157,76 2,72 1591 0,72
t9 450,51 1644 123502 9,61 13506 6,71 550,93 150,47 519  n.d. n.d nd. 6204 170 nd. 3974 082 4671 220 12,77 039
t9.2 29576 1298 209793 2112 252,55 118 353,05 72,32 455 nd. nd. nd. 9160 4,49 nd. 4558 123 8260 020 14,73 057
tql 185,16 503 1563,62 76,86 72,26 2,07 278,07 173,88 7,13 390,09 n.d n.d 77,07 103 143 4547 109 56,75 0,02 19,89 0,02
ul 179,11 3,48 1817,05 15,47 n.d. n.d. 547,08 12591 398 386,78 109,33 547 n.d. n.d. 7,12 40,92 3,69 80,50 3,69 2756 114

*n. d. — nije detektovan.
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 6. Rezultati kvantifikacije sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida (X - srednja vrednost

merenja, SD — standardna devijacija).

Uzorak Fentzll (mg EGK/gs. e.) Flavo_n0|d| (mg EK/gs. e.)
X SD X SD
ad1 215,04 3,53 13,60 0,18
anl 145,63 4,02 21,18 0,51
an2 172,30 4,67 18,72 0,72
an3 151,69 7,20 16,70 0,54
an4 89,83 1,08 20,70 0,32
del 132,18 4,60 8,52 0,17
b2 50,63 1,86 15,48 0,10
b3 138,54 2,92 38,73 0,82
b4 170,40 8,26 34,62 1,67
ba6 135,71 4,83 42,30 1,98
b9 142,87 5,10 41,69 0,99
b10 93,50 0,62 32,38 1,04
b1l 140,21 4,65 41,60 142
b12 95,85 0,14 20,99 0,34
b13 173,09 3,28 52,84 0,88
b14 102,46 1,60 31,09 0,41
b15 119,42 4,23 41,62 1,89
bt16 147,94 2,99 33,72 1,23
b17 139,14 2,44 46,98 1,17
b19 97,42 4,68 20,89 0,28
cl 289,34 12,20 26,07 0,51
2 156,42 5,56 15,69 0,23
csl 95,64 2,48 21,06 0,64
cs2 86,95 153 23,10 0,40
d3 98,13 1,10 37,03 0,31
el 106,14 3,72 19,44 0,95
h1 226,50 0,54 31,25 121
h2 169,34 7,58 16,64 0,44
h3 228,22 2,56 28,97 0,16
h4 166,13 5,83 14,45 0,67
h7 233,04 2,79 21,52 0,09
hg 157,72 6,23 19,04 0,73
h9 206,94 5,23 29,38 0,84
h17 232,35 1,23 21,11 0,53
h18 145,63 7,19 26,67 0,53
h21 195,30 4,03 29,32 0,41
h22 177,33 4,81 27,92 0,54
h23 139,84 2,72 14,20 0,20
h26 199,37 9,58 21,63 0,97
h29 188,85 3,03 12,04 0,50
h35 141,34 0,63 24,11 0,19
k1 180,79 8,00 30,80 1,25
k2 258,45 5,39 30,93 153
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 6. Nastavak.

Uzorak Fentzll (mg EGK/gs. e.) Flavo_n0|d| (mg EK/gs. e.)
X SD X SD
k3 189,41 9,13 43,55 0,90
k4 110,10 4,24 30,31 1,20
K5 168,55 2,25 43,72 181
k6 200,80 7,23 23,62 0,91
k7 143,95 4,81 20,01 0,72
k8 183,50 2,30 23,06 0,72
k9 165,75 0,37 18,91 0,55
k10 170,55 2,92 23,92 0,00
k11 162,06 1,06 34,98 0,11
k12 193,78 8,19 34,67 1,18
k13 125,15 5,97 25,02 0,28
k14 135,32 4,77 36,04 1,80
k15 186,29 5,08 41,15 1,49
k17 168,48 5,19 47,60 0,89
k18 182,24 8,65 34,20 0,65
k19 195,37 7,70 41,54 1,20
k20 226,85 10,23 54,16 0,89
k21 208,26 1,17 37,76 1,31
k22 173,72 2,34 36,59 1,23
k24 94,34 3,20 26,06 0,05
k25 244,48 6,28 47,13 152
k26 136,77 0,78 29,18 0,32
k27 190,09 4,18 24,15 0,75
k28 184,54 8,75 47,29 0,20
k29 211,41 9,90 65,93 1,29
k30 228,70 9,25 54,03 2,18
k31 178,81 1,39 25,31 0,49
k32 246,64 11,15 34,78 0,76
k33 210,43 6,81 30,85 0,16
k34 150,22 4,13 36,01 1,22
k35 182,50 6,94 54,00 2,39
k36 115,54 2,54 30,92 1,04
k37 136,23 1,05 44,64 0,32
k38 150,08 1,60 22,19 0,18
k39 174,49 1,56 33,94 0,91
k40 138,14 0,53 30,17 0,04
k41 192,19 8,28 33,61 0,64
k42 184,96 6,18 25,59 0,70
11 144,62 6,13 41,65 0,14
12 138,00 6,71 27,29 113
13 137,64 2,03 34,70 1,37
mil 158,65 2,11 34,33 0,59
mi2 209,19 9,39 46,02 1,08
mi6 183,61 8,77 44,48 1,62
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 6. Nastavak.

Uzorak Fentzll (mg EGK/gs. e.) Flavo_n0|d| (mg EK/gs. e.)
X SD X SD
mi7 203,09 3,38 36,13 1,23
mig 194,24 0,31 37,01 0,33
mi9 161,99 5,85 43,05 0,50
mi10 147,66 0,50 29,21 117
mi1l 223,41 1,03 48,93 1,21
mi12 206,37 3,60 48,29 0,39
mm1 194,05 155 28,71 0,26
mm2 220,77 6,72 43,22 0,45
mm4 223,93 10,90 35,63 0,82
mm5 192,33 8,74 44,97 0,59
mmé 224,26 4,72 59,94 1,94
m1 204,54 3,01 41,27 0,43
m3 166,70 0,58 29,27 0,93
m4 133,63 5,07 15,49 0,38
m5 155,68 7,65 25,36 1,02
mb1 210,36 8,71 29,02 0,42
mb2 89,83 3,55 24,28 0,53
ol 113,51 2,79 29,28 0,84
02 136,73 2,14 35,97 1,39
03 129,40 4,34 36,14 1,55
ot 124,97 6,12 37,63 1,13
pl5 113,36 3,52 22,74 0,37
pp92 170,82 7,52 38,13 1,13
pp99 220,55 0,14 45,06 1,03
pp103 171,92 7,61 36,47 1,65
pp106 196,01 2,31 44,03 2,14
pv17 88,81 0,54 15,65 0,29
pv19 211,65 5,89 34,28 0,61
rgl 133,24 2,65 45,00 0,02
rg2 173,32 2,61 57,67 1,88
rg3 172,97 8,02 53,18 0,62
rg4 119,25 0,49 39,10 1,80
rg5 107,31 0,05 31,33 1,46
ro2 187,84 0,15 62,29 2,49
ro3 156,72 6,26 26,71 0,92
ro5 161,57 7,06 50,32 0,23
ro6 119,65 2,70 44,49 1,95
ro7 192,93 4553 50,12 2,03
ro9 137,50 2,37 29,76 117
rul 188,68 6,43 42,74 0,80
ru2 183,54 5,26 33,01 0,10
ru3 149,82 0,51 27,53 0,09
ru4 153,97 7,21 32,20 0,51
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 6. Nastavak.

Uzorak Fentzll (mg EGK/gs. e.) Flavo_n0|d| (mg EK/gs. e.)
X SD X SD
rus 160,49 7,70 44,37 0,97
rué 155,12 7,58 38,92 0,11
ru7 170,40 2,81 32,55 0,99
ru9 109,67 3,19 26,26 0,16
ruil 151,75 5,04 32,70 0,32
ru12 127,46 2,50 35,46 0,02
rub13 213,26 0,05 53,19 1,15
rul4 145,68 3,70 34,49 0,16
ruis 139,45 3,96 33,20 0,85
rulé 196,75 6,09 51,52 0,71
ruig 114,55 1,98 22,59 0,16
ru19 130,15 3,53 32,25 1,45
ru20 80,55 3,97 21,32 0,34
ru21 171,72 2,58 34,40 0,97
ru23 115,33 5,01 28,83 1,20
ru24 133,95 152 27,06 1,10
sl 76,42 0,90 21,02 0,06
$2 150,62 5,35 26,44 1,03
t1 125,18 0,51 31,43 1,56
t3 173,26 3,89 63,25 2,74
t4 141,12 2,59 49,88 0,79
t5 163,18 2,72 46,61 0,95
t6 160,71 4,58 62,22 0,96
t7 245,85 10,52 46,66 0,99
t9 137,77 2,20 58,17 1,89
tql 83,52 0,93 24,76 0,14
ul 155,79 1,88 39,28 0,19
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 7. Statisticka obrada podataka dobijenih hemijskom karakterizacijom predstavnika roda Hypericum i uzoraka monokomponentnih ¢ajeva na
bazi kantariona.

Prilog 7.1. MANOVA; hemijska karakterizacija predstavnika roda Hypericum. Prilog 7.2. MANOVA; hemijska karakterizacija - sekcija Drosicarpium.
Variable (L\er;:l;;a) (Lianﬁtéi'a) i(geg;\)/;} prvalue Toler ((1;253) Variable (Lvavniwuk;tsila) (LF;anrwtk;?ila) (Gog) v Tolr ((lligéerfj)
Hpe 0334123 0,964548 137465  0,235649  0,567633 0,432367 Hpc 0,068100  0,638696 3167867  0,021685 0209774  0,790226
Hpf 0404678  0,796380 956253 0000000 0442397 0557603 Hpf 0059426 0731916 2051152 001900 0077258 0922742
Af 0344105 0,936569 253300 0030270 0,491611 0508389 Af 0063486 0685112 2573843 0048919 0121037  0,878964
Ap 0338458 0,952194 187770 0,100110  0,749127 0,250873 Ap 0057322  0,758787 1,780198  0,149464 0450270  0,549730
NA 0327487 0,984092 060457 0696496  0,669052 0,330948 NA 0053626 0811084 12304343 0290480 0255444  0,744556
R 0361792 0,890782 458559 0000572 0,640961 0359039 R 0047136 0,922750 0468817 0796153 0179812  0,820188
Kv 0427415 0754016 1220108  0,000000  0,802083 0,197917 Ky 0062608 0604722 2460777 0057271 0431721  0,568280
Ec 0327320 0,984594 058520 0711315 0971319 0,028681 Ec 0054534 0797584 1421209 0247271 0914306  0,085694
Fk 0334844 0,962473 145825 0,205504 0877688 0122313 Fk 0059965  0,725349 2120424 0092402 0344177  0,655824
Gk 0343107 0,939293 241719 0037566  0,835336 0,164664 Gk 0055916  0,777870 1599147 0192885 0234511  0,765489
Hk 0360516 0,893934 443755 0000764  0,696957 0,303043 Hk 0051335  0,847275 1009424 0430615 0316732  0,683268
Kk 0337818 0953997 180347 0114080 0823809 0176191 Kk 0044707 0972889 0156056 0976396 0528274 0471726
Phb 0343291 0938789 243857 0036102 0917509 0082491 Phb 0046920 0926998 0441007 0816018 0824448  0,175552
Prilog 7.3. MANOVA,; hemijska karakterizacija - sekcija Hypericum. Prilog 7.4. MANOVA,; hemijska karakterizacija - uzorci ¢ajeva.
Variable (L\er:ﬁa) (LZ?:Q%L) F{(r;,gg)\;e p-value Toler. ((1RT§[|1?)) Variable (L\{!rir:lt;csj;l) (Liar:tiazla) féi"?—%f p-value  Toler. ((1RTsoc|;rr))
Hpc 0260247 0803376 3111793 0005531  0,614242  0,385758 Hpc 0000000 0006766 247,737 0000000 0712349 0287652
Hpf 0214583 0974336 0334896 0935982  0,531094  0,468906 Hpf 0,000000  0,021637 76,303 0000000 0,642938  0,357062
Af 0231009  0,905058 1333745 0243906  0,497092  0,502908 Af 0000000 0002102 801,305  0,000000 0911188  0,088813
Ap 0246113 0849512 2252290 0037116  0,604994  0,395006 Ap 0000000 0001925 874,766 0000000 0840221  0,159780
NA 0231389 0903571 1356873 0233580  0,717908  0,282092 NA 0,000000 0001538 1095469  0,000000 0677336  0,322664
R 0239446 0873166 1846853 0088045 0714030  0,285970 R 0000000 0013321 124,988 0000000 0764132  0,235868
Kv 0,217165 0,962754 0,491873 0,838183 0,810412 0,189588 Kv 0,000000 0,032034 50,991 0,000000  0,660866 0,339134
Ec 0252499 0828027 2640624 0015820  0,910693  0,089307 Ec 0000000 0001965 856932  0,000000 0743431  0,256569
Fk 0219989  0,950392 0663650 0702104  0,855430  0,144570 Fk 0000000 0001892 890,134  0,00000 0604795 0395205
Gk 0220562 0910760 1245793 0286655  0,772584  0,227416 Gk 0000000 0009121 183318  0,000000 0859011  0,140989
Hk 0246137 0849429 2253757 0036998 0756107  0,243893 Hk 0,000000  0,017861 92,795 0000000 0,750043  0,249957
Kk 0243815 0857521 2112514 0050187 0723057  0,276943 Kk 0,000000  0,016835 98,548 0000000 0632085  0,367915
Phb 0218354 0957511 0564185 0783061  0,871271  0,128729 Phb 0000000 0003968 423,623 0000000 0801202  0,198799
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Prilog 7.5. MANOVA,; hemijska karakterizacija - paralelna analiza uzoraka ¢ajeva i uzoraka H. perforatum

subsp. perforatum.

Variable (L\gvgltjtsi;i) (LF;amnti)zla) T(zrén;%\)l;} pvalue  Toler. ((lRTg(;err))
Hpc 0000000  0,009346 187,350 000 0909774  0,090226
Hpf 0000000 0019821 87402 000 0813890  0,186110
Af 0000000 0017524 99,090 000 0056382  0,943618
Ap 0000000 0010801 161,865 000 0932385  0,067615
NA 0000000 0015077 115462 000 0052880  0,947120

R 0,000000 0008349 209,926 000 0100341  0,899659
Kv 0000000 0027818 61769 000 0757070  0,242930
Ec 0000000 0001367 1290928 000 0091266  0,908734
Fk 0,000000 0002317 760,887 000 071093  0,289066
Gk 0000000 0007778 225482 000 0876539  0,123461
Hk 0000000 0009243 189,443 000 0508704  0,491296
Kk 0000000 0010766 162,405 000 0287218  0,712782
Phb 0000000 0002823 624,305 000 0670570  0,329430
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Prilog 8. Rezultati odredivanja antioksidantnog potencijala ekstrakata predstavnika roda Hypericum (ICso - koncentracija neophodna za ispoljavanje

50% aktivnosti, SD - standardna devijacija, f(x) - regresiona jednacina zavisnosti ispitivanog efekta od koncentracije ekstrakta, R? - koeficijent

korelacije).
DPPH- | NO- | OH: | LP FRAP

Uzorak  ig/mL ) = ug/mL 0 - pg/mL 0 =2 pg/mL ) =2 mg_EAK/g s. e

ICs, SD ICs, SD ICs, SD ICs, SD X SD
adl 192 002 y=22.69x+6.4674 0,980 26,70 146 y=18.602In(x)-11099 0938 32,34 222  y=176In(x)-10.744 0,980 n.d* n.d. n.d. nd. 18100 1599
anl 451 0,15 y=9.7201x +6.1395 0,999 3147 2,71 y=20.151n(x) - 9.5 0,929 38,44 199 y=10.702In(x) + 11113 0,977 n.d. n.d. y=21361n(x)-99.523 0,960 118,40 571
an2 3,52 0,16 y=13.125x +3.8 0,999 18,20 142 y=16.657In(x)+16732 0,928 37,64 197 y=12.455In(x) +5.1272 0,997 n.d. n.d. y=8.1156In(x) - 6.2091 0,969 160,73 598
an3 552 0,03 y=8.6734x+2.089 0,999 3526 192 y=21043In(x)-24.971 0,930 6730 551 y=0.4128x+22.551 0,995 n.d. n.d. y=7.7518In(x) - 79081 0,960 109,56 10,55
an4 2,67 0,05 y=17.145x +4.2458 0,999 1738 043 y=23.896In(x)-18.233 0,976 4344 221 y=16603In(x)-12.194 0,998 558,93 50,35 y=25531ln(x)-11124 0,999 133,32 5,00
del 826 0,13 y=5.6424x+3.3738 0,998 4463 111 y=11302x-0.4362 0,976 80,32 6,82 y=16.9In(x) - 23.835 0,998 n.d. n.d. y=16.865In(x) - 71.381 0,958 56,85 2,96
b2 343 0,14 y=12.952x +5.588 0,999 3726 2,73 y=13535x-0.4257 0,989 9445 851 y=17431n(x) - 28.821 0,997 648,51 18,44 y =15.759In(x) - 518 0,970 7193 7,00
b3 2,92 0,05 y=15238x+54791 0,999 2287 2,24 y=28918In(x)-40.511 0,983 5131 143 y=13.608In(x)-3.2382 0,991 317,23 26,30 y=11555In(x)-16.394 0,999 185,07 137
b4 532 0,02 y=9.0897x +16854 0,997 3247 3,07 y=13343x+6.6761 0,989 48,77 242 y=16.87In(x) - 15.306 0,999 60187 5196 y=19.987In(x)-77.616 0,999 180,40 2,48
baé 3,54 0,02 y=13.588x+19289 0,999 3359 184 y=14028x+2.8788 0,996 58,72 557 y=11104In(x) +5.011 0,991 469,22 23,31 y=21694In(x)-83.129 0,997 17150 12,80
b9 345 0,1 y=13.954x+19071 0,999 36,40 0,08 y=13988x-0.9151 0,992 36,10 106 y=10.337In(x) +13.087 0,995 503,92 30,17 y=0.0501x +25.005 0,989 198,01 3,77
b10 2,77 0,13 y=17.569x +128 1000 22,43 0,80 y=29.28In(x) - 4107 0,995 n.d. n.d. y=14.432In(x) - 18.791 0,996 348,90 19,80 0.1079x +13.18 0,999 13100 8,41
b1l 3,61 0,08 y=13.355x +17232 0,999 3146 0,4 y=14876x+4.2336 0,981 5160 160 y=10.11n(x) +10.385 0,994 548,15 19,97 y=0.0657x +14.354 0,998 133,36 8,51
b12 421 0,99 y=36.738In(x)-2.8304 0,999 4261 160 y=12884x-4.8972 0,989 38,09 2,68 y=14.287In(x)-17844 0,999 n.d. n.d. y=19.981n(x) - 75.874 0,971 88,73 4,50
b13 2,66 0,07 y=17.728x +2.9069 0,996 2290 0,36 y=30.342In(x)-45008 0,994 6767 538 y=0.2442x+33.676 0,974 282,60 3,96 y=17449In(x)-48.246 0,935 228,94 20,20
b14 3,74 0,09 y=12.977x +14433 0,999 2292 189 y=26.524In(x)-33.078 0,994 139,93 13,24 y=75267In(x)+12.944 0,799 544,66 29,76 y=20.908In(x)-81392 0,976 142,62 13,04
b15 2,96 0,05 y=17.699x-2.3181 0,999 32,58 0,26 y=14284x+3.4598 0,993 9118 138 y=13.151In(x) - 9.0074 0,993 31546 10,84 y=15414In(x)-38.478 0,976 12533 9,96
bt16 4,36 0,21 y=10.768x +3.0933 0,993 34,63 0,69 y=14195x +0.8467 0,996 39,61 0,82 y=12.782In(x)+3.2974 0,993 52725 12,27 y=0.0616x +17.818 0,985 15431 12,10
b17 3,20 0,09 y=1562x+0.0421 0,996 33,64 165 y=13423x+4.8499 0,996 49,77 3,00 y=13.109In(x)-0.8899 0,996 409,61 4,80 y=17.401ln(x)-54.423 0,999 160,89 5,79
b19 4,04 0,03 y=12.294x+0.3201 0,998 40,90 2,78 y=13911x - 6.8913 0,992 88,29 4,50 y=15.773In(x) - 20.262 0,995 504,99 4,64 y=14543In(x)-40.313 0,997 103,94 591
cl 180 0,01 y=25331x+4.3646 0,997 16,10 0,45 y=23.608In(x)-15.607 0,984 5155 4,73 y=10.43In(x) +9.146 0,995 294,06 13,87 y=12.902In(x)-23.332 0,993 302,74 4,09
c2 3,70 0,17 y=13.222x+1062 0,995 32,79 2,27 y=27.367In(x)-45515 0,993 47,10 162 y=15.141n(x) - 7.9454 0,993 33544 13,93 y=25184In(x)-96.456 0,989 133,39 537
csl 574 0,06 y=8.7006x+0.1019 0,999 5186 2,99 y=10795x - 59855 0,964 54,47 0,95 y =12.977In(x) - 15459 0,953 n.d. n.d. y=19.359In(x) - 84.419 0,998 82,35 5,79
cs2 441 0,06 y=11418x-0.5248 0,990 49,35 3,34 y=1012x +0.049 0,945 53,84 179 y=11006x- 12147 0,950 n.d. n.d. n.d. n.d. 93,54 166
d3 6,68 0,26 y=21437In(x)+9.2842 0981 58,77 2,86 y=15874In(x)-14.664 0,926 58,94 2,00 y=0.5704x +17.081 0,994 n.d. n.d. y=12.232In(x)-46.795 0,999 108,10 4,02
el 4,57 0,02 y=10.867x+0.3677 0,997 3733 211 y=14844x-54146 0,996 39,42 048 y=14.338In(x)-2.4591 0,997 722,18 42,35 y=17.836In(x)-67.129 0,999 84,13 0,45
h1 193 0,03 y=24594x +2.6445 0,997 19,87 137 y=22.202In(x)-16.365 0,960 4450 0,96 y=21899In(x)-32.563 0,997 112,74 2,74 y=4.1298In(x)+29.108 0,985 19522 8,38
h2 3,20 0,16 y=14.755x +2.7833 0,984 22,72 120 y=26.82In(x)-33.771 0,993 8190 443 y=0.4141x +16.609 0,993 682,40 28,26 y=0.0126x+41481 0,971 88,02 161
h3 260 011 y=25836In(x)+25.267 0,947 30,60 151 y=22.164In(x)-25822 0,962 79,20 7,87 y=12.855In(x)-59851 0,998 33090 587 y=00156x+44.884 0995 12128 3,79
h4 329 010 y=27.595In(x)+17.169 0,977 33,05 075 y=20.834In(x)-22.875 0,987 8773 457 y=15185In(x)-17.548 0,997 37487 1659 y=00118x+45623 0999 60,07 126
h7 2,96 0,04 y=15.187x+4.9732 0,973 3103 192 y=24.79In(x)-34.91 0,985 92,78 2,61 y=13.738In(x)-11.999 0,999 n.d. n.d. y=5.1802In(x) +15.355 0,988 140,57 166
h8 3,25 0,02 y=14.715x +2.1436 0,995 17,07 169 y=20.229In(x)-7.3951 0,966 52,81 149 y=14.691n(x) - 8.0381 0,988 n.d. n.d. y=0.0676x-2.1671 0,997 146,10 1164

*n. d. - nije detektovano.
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Prilog 8. Nastavak.

DPPH- NO- OH- LP FRAP

Uzorak — ig/mL ) R? pg/mL 0 R? pg/mL ) R? pg/mL ) R? mg_EAK/g S. e.

ICso SD ICs, SD ICs, SD ICs, SD X sD
ho 295 015 y=13.083x-3.2558 0,999 32,13 195 y=22.714In(x)-28.81 0966 49,71 0,39 y=20.049In(x)-27.808 00987 387,72 29,76 y=19.019In(x)-63.195 0999 14461 9,03
h17 271 0,12 y=17506x+2.5456 0,985 1863 072 y=22.787In(x)-16.65 00947 4474 162 y=12.17In(x)+3.9374 0990 31023 2573 y=7589In(x)+6.519 0987 16042 13,25
his 322 009 y=14204x+4.1986 0998 3353 088 y=14022x+2.9834 0993 73,78 4,86 y=16.995In(x)-22.75 0999 349,52 6,77 y=32.723In(x)- 14168 0980 1246 2,26
h21 281 003 y=17056x+2.0811 0985 29,90 185 y=215M4In(x)-23.101 0959 59,29 4,20  y=06186x+1505 0845 38497 236 y=17413In(x)-5352 0995 15582 10,34
h22 248 002 y=19575x+14832 0999 28,04 110 y=27763In(x)-4255 0979 6057 135 y=15949In(x)-15.044 0998 43537 4132 y=11652In(x)-20.692 0975 134,67 575
h23 391 019 y=12221x+22321 0,997 53,47 0,11 y=23.087In(x)-41867 0946 5161 049 y=14.18ln(x)-5566 0,989 n.d* nd.  y=00195x+35627 0,999 10651 574
h26 342 05 y=14849x-0.7837 0998 22,52 223 y=25.55In(x)-28.348 0972 7142 329 y=0.3953x+22.248 0996 n.d. nd. y=8.0498In(x)-4.0535 0921 133151 2,41
h29 290 003  y=16.77x+13556 0997 10,87 103 y=1534In(x)+13.402 0966 9568 396 y=12.683In(x)-7.6017 0984 576,59 10,86 y=8.2375In(x)-2.2809 0,967 83,76 144
h3s 262 007 y=19.068x+0.0512 0,998 27,67 0,65 y=21933In(x)-22.828 0960 62,42 2,79 y=14.048In(x)-7.72 0,993 33490 2113 y=49601ln(x)+21203 0972 7509 145
k1 762 020  y=1293x+0.7276 0,997 33,27 196 y=2531In(x)-38.7L 0985 50,95 3,27 y=122.775I(x)-0.011 0998 n.d. nd. y=13.83In(x)-43.036 0996 17201 16,90
k2 469 0,14 y=2024x+25433 0,985 1704 032 y=21829In(x)-11895 00975 40,64 3,49 y=11267In(x)+8.5413 0959 28296 1938  y=0.0996x+2258 0998 26663 7,63
k3 375 0,03 y=14331x-3.6795 0,999 1736 L13 y=14.706In(x)+8.0268 0922 42,14 103 y=12.008In(x)+52673 0993 nd. nd. y=13.88Un(x)-4169 0914 19200 044
k4 407 0,08  y=12585x-11696 0,999 2272 146 y=23.131Un(x)-22.243 0,961 64,97 122 y=12.45ln(x)-17079 0,996 n.d. nd. y=112In(x)-38.942 0,999 1709 1088
K5 298 005 y=17.144x-10222 0,999 13,35 130 y=17.016In(x)+59077 0941 4231 190 y=1973In(x)+53465 0998 51033 7,82 y=13.359In(x)-33.101 0960 20635 4,71
k6 297 007 y=16.424x+12163 0987 27,75 008 y=24.734In(x)-32.198 0975 5553 184  y=18.77In(x)-25095 0991 63422 4553 y=21934In(x)-91196 0996 16340 0,18
K7 440 016  y=1555x-0.7951 0,997 2517 073 y=26.946In(x)-36.916 0981 42,08 0,87 y=16.58Un(x)-11589 0,994 n.d. nd. y=14.836In(x)-52.099 0997 12696 175
k8 299 003  y=16.696x+0.158 0999 28,84 049 y=23.694In(x)-29.657 0977 7336 668 y=12.93Un(x)-52097 0991 n.d. nd y=1522In(x)-51369 0,997 163,11 4,29
k9 404 011  y=11527x+3.3764 0,996 20,65 159 y=28.473In(x)-36.208 0,984 59,91 055 y=15427In(x)-12.746 0997 n.d. nd. y=17.20Un(x)-62.625 0973 13049 10,21
k10 2,83 002 y=28.197In(x)+20.66 0,972 2141 133 y=25772In(x)-28.956 0961 82,83 718  y=12682In(x)-5761 0,997 n.d. nd.  y=00399x+13.955 0,999 13735 4,69
k1 268 009 y=17528x+2.9902 0994 1572 016 y=79537In(x)+28.088 0827 4847 222 y=1483In(x)-7.318 0990 nd. nd y=11234In(x)-26.419 0939 19513 059
k12 265 005 y=20298x-3.8162 0991 1197 085 y=16.109In(x)+10.02 0901 4349 131  y=1775In(x)-16.515 0991 34932 1395 y=16.986In(x)-49.164 0985 209,25 514
k13 333 005 y=14.69x+10936 0999 2169 002 y=17.7Un(x)-4.492 0983 2929 133 y=12.185In(x)+9.0321 0995 737,76 16,59 y=15222In(x)-50.258 0,998 154,50 3,46
k14 324 016  y=14.988x+1486 0999 2526 079 y=18.307In(x)-9.1146 0904 60,80 395 y=133In(x)-42915 0998 58934 17,11 y=16.31ln(x)-53.708 0999 16155 1361
k15 378 015 =12.793x+16181 1000 2239 184 y=21406In(x)-16542 0,917 7162 546  y=03139x+27.777 0,994 nd. nd. y=17.178In(x)-65464 0,940 157,59 14,00
k17 263 006 y=17921x+2.7891 0960 1544 089 y=24417In(x)-16.825 0983 8622 3,66 y=13.09ln(x)-8.1191 0997 41253 28,88 y=19284In(x)-65752 0998 13,2 1238
k18 265 006  y=18.134x+19101 0,999 5126 2,37 y=13.087In(x)-15211 0971 5843 345 y=12262In(x)+0.3807 0,968 446,19 3,60 y=16.375In(x)-49.666 0994 16410 851
k19 2,42 003 y=16.367x+10.352 0,994 10,71 0,99 y=12.978In(x)+19.221 0900 7716 143 y=11535In(x)+0.0637 0987 330,84 3,32 y=21134In(x)-72.612 0999 194,71 530
k20 160 001 y=30.856x+05012 0996 558 032 y=10032In(x)+32.75 0,847 6622 425 y=15328In(x)-13.878 0,952 438,77 295 y=14.422In(x)-37.536 0,919 238,42 1978
k21 188 0,03  y=21281x+10.053 0975 30,47 256 y=13.312In(x)+4.5157 0973 39,86 2,22 y=8294In(x)+19.562 0,993 500,38 19,97 y=12.702In(x)-28.764 0919 23141 2134
k22 499 0,14  y=85657x+7.2101 0,981 6111 3,29  y=0.839x-12794 0,992 67,87 2,99 y=17.01ln(x)-21392 0,997 47431 1729 y=15557In(x)-45.635 0,998 14182 1127
k24 430 011 y=11622x+0.0632 0,999 2169 182 y=19.296In(x)-9.372 0,968 64,82 556 y=12.215n(x)-0.7003 0,985 n.d. nd. y=13.703In(x)-53.579 0,992 12750 180
k25 181 008 y=26.783x+16398 0,996 4,73 0,08 y=8.870ln(x)+36.212 0835 54,89 110 y=15641ln(x)-12.251 0994 393,14 2043 y=15754In(x)-44.117 0985 24231 17,46

*n. d. - nije detektovano.
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Prilog 8. Nastavak.
DPPH. NO* OH- LP | FRAP

Uzorak pg/mL ) R? pg/mL 0 R? pg/mL ) R? pg/mL ) R? mg_EAK/g S. e.

ICs, SD ICs, SD ICs, SD ICx, SD S »)
k26 3,36 0,16 y=13.461x +4.7094 0,993 19,53 185 y=16.989In(x)-0.4946 0,953 39,36 341 y =18.577In(x) - 17.758 0,992 63521 60,70 y=15166In(x)-47.649 0,994 169,20 16,46
k27 3,07 0,03 y=15.52x +2.3158 0,999 2164 0,76 y=29.726In(x)-41388 0,979 68,23 4,03 y=13.389In(x) - 6.193 0,984 n.d. n.d. y=18.477In(x) - 7182 0,986 150,23 10,31
k28 3,53 0,12 y=13.87x+10243 0,999 3766 190 y=23.92In(x)-36.794 0,983 6342 381 y =15.554In(x) - 14.219 0,971 338,52 24,70 y=17.903In(x)-54.027 0,999 175,00 15,95
k29 3,10 0,02 y=12.718x + 10.549 0,980 3126 085 y=18.666In(x)-14.258 0,979 6491 0,68 y=13.643In(x)-6.7048 0,998 n.d. n.d. y=15186In(x)-49.242 0,965 202,27 8,81
k30 2,03 0,05 y=22.801x+3.6861 0,946 29,12 192 y=13.614In(x) +4.20011 0,845 59,85 165 y=11628In(x) +2.7151 0,990 70519 3491 y=16.078In(x)-55.202 0,999 220,94 1560
k31 8,02 0,23 y=12.858x - 15586 0,988 27,83 142 y=23.848In(x)-29.322 0,982 3197 0,30 y=16.258In(x)-59233 0,998 n.d. n.d. y=15668In(x)-53.912 0,998 186,82 4,47
k32 3,70 0,17 y=10.973x+9.3811 0,961 19,71 106 y=18.815In(x) - 6.0915 0,961 56,17 3,95 y=8.8214In(x)+14.608 0,996 357,12 19,76 y=15.848In(x)-42.936 0,913 230,99 4,85
k33 3,88 0,01 y=11495x +5.3521 0,972 3570 0,93 y=25554In(x)-41364 0,979 66,24 0,26 y=13.009In(x) - 4.337 0,997 55534 40,58 y=17.98In(x)-63.626 0,995 210,52 781
k34 497 01 y=8.7803x +6.3552 0,993 4539 105 y=20.414In(x)-27.885 0,990 59,09 0,15 y=0.4015x +26.74 0,996 n.d. n.d. y=11771n(x) - 39.151 0,993 112,21 10,33
k35 4,16 0,19 y=11196x +3.4294 0,987 29,49 122 y=17.028In(x)-7.6252 0,972 48,14 2,14 y=18.136In(x) - 19.8 0,994 330,32 26,26 y=18.025In(x)-54.297 0,998 153,97 13,27
k36 469 0,18 y=33581n(x)-4.9769 0,963 37,72 292 y=21241n(x)-27.11 0990 n.d* nd. y=14.724In(x)-18976 0,995 n.d. n.d. y=0.0427x +6.4176 0,999 56,19 0,36
k37 2,90 0,10 y=16.54x +2.0524 0,998 2141 052 y=17562In(x)-3.8114 0,950 46,09 046 y=12.493In(x)+2.4589 0,997 n.d. n.d. y=9.6106In(x)-14.379 0,788 200,14 4,00
k38 342 0,13 y=13.674x +3.1743 0999 2645 256 y=23.78In(x)-27.886 0,979 72,88 2,66 y=14.014In(x)-9.8189 0,992 663,53 10,70 y=17508In(x)-63.498 0,995 157,66 9,03
k39 3,24 0,4 y=16.584x-3.6978 0,993 19,52 151 y=20.121n(x)-9.7891 0,943 8531 0,77 y=0.4091x +15.629 0,994 539,99 24,16 y=10.019In(x)-12.886 0,941 177,10 10,74
k40 3,1 0,10 y=15.904x +0.5339 0,999 1328 0,11 y=16.354In(x)+7.7015 0,962 5514 548 y=13.075In(x) - 2.1479 0,988 508,03 26,08 y=11496In(x) - 2146 0,984 146,44 6,58
k41 2,16 0,04 y=19.129x +8.7343 0,991 1958 0,23 y=23.463In(x)-19.795 0,980 4153 148 y=8.9947In(x) +16.624 0,988 n.d. n.d. y=0.02 0,999 194,24 7,26
k42 3,51 0,08 y=14.84x-2.1547 0,998 20,15 159 y=25.599In(x) - 26.88 0,978 6503 3,84 y=12.33In(x) - 11616 0,988 39154 4,15 y=17.5661In(x) - 54.533 0,996 18158 148
11 3,07 0,13 y=14.184x +6.4766 0,998 37,02 0,10 y=14703x-4.4296 0,995 69,57 6,03 y=9.5228In(x)+9.7976 0,943 568,82 5143 y=18.598In(x)-67.703 0,999 132,84 7,72
12 4,46 0,02 y=11472x - 11409 0,999 39,31 231 y=12545x +0.6858 0,994 49,04 241 y=9.6659In(x)+12.529 0,999 626,25 2177 y=10.933In(x)-19.856 0,985 146,61 4,62
13 3,84 0,06 y=12.653x+0.4393 0,980 37,83 120 y=13752x-10087 0,980 5750 2,37 y=27375In(x)-60.726 0,950 627,03 12,14 y=0.0822x-0.703 0,980 137,71 2,05
mil 3,17 0,15 y=15288x+15861 0988 13,2 044 y=21021n(x)-4.1091 0,981 53,31 3,61 y=19.26In(x) - 26.091 0,978 662,43 26,63 y=0.054x +14.848 0,996 16155 3,69
mi2 199 0,0 y=37.833In(x)+23.943 0,974 10,06 0,85 y=19.366In(x)+52967 0,976 56,36 124 y=11242In(x) +4.8587 0,997 314,70 17,21 y=20.732In(x)-68.894 0,980 233,26 18,77
mi6 2,38 0,05 y=17.921x + 7.3452 0,968 10,71 0,45 y=23.52In(x) - 5.775 0955 57,26 4,04 y=14385In(x)-7.9916 0,999 42339 767 y=17.18In(x) - 53.567 0,992 185,14 17,16
mi7 189 0,03 y=35136In(x)+27.572 0,958 20,03 0,42 y=15.7961In(x) +2.657 0,951 40,77 2,74 y=16.745In(x) - 11665 0,989 486,12 1793 y=15438In(x)-45.209 0,999 226,45 6,43
mi8 193 0,06 y=36.44In(x)+26.053 0,953 12,11 0,52 y=24.321n(x)-10.656 0,987 5500 4,25 y=10.614In(x)+7.6396 0,994 514,96 20,81 y=0.0712x +14.001 0,999 176,75 6,85
mi9 2,83 0,08 y=18.228x- 16239 0,991 2577 107 y =17.713In(x) - 7.5513 0,984 4293 3,01 y=15.477In(x) - 7.7964 0,997 522,29 39,66 y=0.0826x+7.6214 0,998 169,92 495
mi10 2,80 0,09 y=1542x+6.7726 0,988 2445 152 y=17.337In(x)-5.4192 0984 3821 2,23 y=13.675In(x)+0.5233 0,998 n.d. nd. y=13.167In(x)-38.962 0,980 14100 1171
mill 164 007 y=36536In(x)+3194 0,966 992 0,78 y=21712In(x)+0.1789 0923 46,37 115 y=14.182In(x)-4.0519 0,993 407,87 24,58 y=17.682In(x)-56.739 0990 222,92 1648
mil2 2,54 0,06 y=17.904x +4.5166 0978 1858 0,94 y=17.043In(x)+0.2013 0,978 32,73 2,47 y=22519In(x)-27.994 0,983 508,88 39,36 y=13.794In(x)-35.693 0,999 19241 7,87
mml 2,73 0,09 y=16.523x +4.96 0,981 22,83 0,98 y=14.999In(x) +3.0822 0,957 n.d. n.d. y=9.8886In(x)+4.0333 0,996 38506 2589 y=22.782In(x) - 85.2 0,999 182,29 117
mm2 2,11 0,09 y=21034x+5.5434 0947 19,73 100 y=11909In(x)+14.484 0,958 49,40 047 y=21456In(x)-33.135 0,998 360,92 22,66 y=8.2186In(x)+17193 0,864 183,84 143
mm4 151 0,05 y=32.08x+14944 0,992 34,87 123 y=15.195In(x) - 3.9662 0,904 4987 484 y=15267In(x)-9.2982 0,983 n.d. n.d. n.d. n.d. 192,28 8,13

*n. d. - nije detektovano.
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija
Prilog 8. Nastavak.

DPPH. | NO* | OH- | LP | FRAP

Uzorak pg/mL ) R? pg/mL 0 R? pg/mL ) R? pg/mL ) R? mg_EAK/g S. e.

ICs, SD ICs, SD ICs, SD ICs, SD X SD
mms 259 005  y=18.12x+3.0513 0975 1160 110 y=20.428In(x)-0.0665 0966 5046 080 y=07287x+13.659 1000 408,61 2583 y=20.119In(x)-70.577 0,971 20173 16,36
mmé 155 003 y=34989In(x)+34.72 0,976 16,06 143 y=15014In(x)+8.3184 00947 69,09 4,80 y=82373In(x)+15282 0,866 324,28 22,62 y=19.865In(x)-64.512 0987 23722 1149
m1 222 002  y=17.254x+11674 0997 14,38 106 y=20.1n(x)-3.6149 0945 3362 124 y=12.083In(x)+7.7092 0999 41337 526 y=12.135In(x)-22.994 0,987 174,65 1325
m3 166 004 y=45117In(x)+27.032 00994 14,81 146 y=21154In(x)-7.015 0,956 4002 0,13 y=16.473In(x)-10.35 0982 662,61 44,11 y=00201x+36.834 0,967 203,46 1520
mé 337 0,04 y=12987x+6.1945 0,999 20,07 141 y=2132In(x)-13.94 0983 76,03 631 y=0.3692x+22.39 0992 73578 5305 y=00327x+2594 0967 11620 6,07
m5 337 011 y=14.342x+16922 0,999 20,84 107 y=20.784In(x)-13.122 0986 5370 0,14  y=0.5708x+19.691 1000 45841 1133 y=13.685In(x)-33.727 0994 164,16 12,93
mb1 200 005 y=24.442x+10157 0999 18,03 108 y=24.334In(x)-20.373 0983 19,30 107 y=10.928In(x)+17.803 0998 466,51 26,00 y=23.735In(x)-95.492 0974 26119 14,17
mb2 296 007  y=1577x+3.2974 0999 33,11 240 y=14697x+13414 0985 7170 6,97 y=12.903In(x)-4.7946 0997 42240 221 y=20284In(x)-72.33 0994 1771 579
ol 31 0,04 y=15611x+13885 0,997 40,10 3,34 y=1I1353x+4.4741 0,994 47,69 0,36 y=15934In(x)-11326 0,989 454,44 24,86 y=16.768In(x)-51371 0975 17849 6,27
02 343 002 y=1427x+10069 1000 3855 2,66  y=12537x+10773 0,990 26,84 171 y=13224In(x)+6.6887 0,999 n.d* nd. y=00466x+10858 0,994 17922 599
03 325 0,10 y=12962x+7.9265 0,999 33,53 221  y=15194x-0.9415 0990 36,39 0,49 y=21349In(x)-26.199 00995 60447 1575 y=1916In(x)-72.473 00996 20124 535
ot 421 014  y=1377x-2.1589 0,997 36,3 0,28 y=13315x+2.8019 0,996 6506 160 y=13.967In(x)-8.0867 0,988 437,09 3097 y=32557In(x)-147.65 0,985 149,18 505
pl5 232 002 y=54.33In(x)+4.2046 0998 37,93 123 y=21852In(x)-29.45 0989 8355 149  y=0355x+20.792 0997 nd. nd. y=1383In(x)-41156 0996 129,01 8722
pp92 263 002 y=13.038x+2.5529 0984 24,50 072 y=19.350In(x)-11922 0,799 3875 103  y=13In(x)+2.6564 0999 330,34 22,56 y=9.6954In(x)-6.0997 0,935 186,46 0,76
pp99 251 0,01 y=18.716x+3.1088 0,998 1620 111 y=19.729In(x)-4.9478 0955 49,25 2,58 y=13.038In(x)-0.4767 0997 24,60 029 y=1I87In(x)+45524 0996 176,51 16,33
pp103 243 002 y=18.208x+56699 0,989 2164 0,43 y=24.778In(x)-26.182 0993 70,83 3,77 y=0.3468x+25855 0,988 444,87 19,22 y=11064In(x)-17.295 0992 17135 2,80
pp106 181 002  y=16.872x+19.45 0,982 20,97 120 y=29.641ln(x)-40.204 0993 5224 025 y=16286In(x)-14.163 0987 n.d. nd.  y=00187x+31537 0,998 22398 1842
pvi7 2,70 006 y=46.606In(x)+3.6379 0,994 42,96 3,77 y=11486x+0.6533 0,995 59,02 4,77 y=11893In(x)+16953 0,983 59583 6,06 y=15645In(x)-48.747 0,950 120291 0,52
pvi9 2,03 002 y=45267In(x)+18.045 0,994 20,32 105 y=26.475In(x)-29.731 0992 64,82 171 y=13.12In(x)-4.3612 0,998 244,18 22,56 y=0.095x+27.268 0,999 18596 1323
rgl 270 01  y=17.17x+3.6806 0982 22,74 163 y=26.861n(x)-33.923 0,993 57,50 044 y=11148In(x)+50129 0,999 598,68 58,46 y=13.696In(x)-37.377 0,942 16365 9,81
rg2 303 004 y=15719x+2.3887 0,998 19,89 0,45 y=25865In(x)-27.338 0987 5865 044 y=11913In(x)+16878 0,999 43191 13,23 y=14.11ln(x)-3543 0997 21596 1752
rg3 31 0,07 y=15936x+0.4957 0,999 3094 125 y=16423x-0.8050 0,993 12105 10,46 y=11981ln(x)-7.4638 0954 690,15 5048 y=14.832In(x)-46.73 0999 19261 2,00
rg4 282 014 y=14546x+8.9077 0995 40,14 076 y=10132x+9.3321 0993 8465 039 y=13.152In(x)-8.494 0998 n.d. nd. y=00185x+24.832 0999 130,02 762
rg5 318 013  y=14978x+2.416 0,999 32,47 240 y=1321x+7.3927 0991 103,08 10,03 y=11238In(x)-18793 0881 n.d. n.d. y=00352x+17.149 0957 11958 59
ro2 288 012  y=17.968x-18154 0994 1522 126 y=2453In(x)-16.779 0989 3653 073 y=16.973In(x)-10.647 0998 352,33 3113  y=0.1103x+11714 0996 238,68 4,38
ro3 584 010 y=88541x-17349 0,982 2789 167 y=14327x+10044 0932 54,84 3,42 y=17.422In(x)-18.794 0,989 30773 30,1  y=0.1403x+53152 0933 12210 0,63
ro5 335 0,02 y=15466x-17631 0,988 10,91 065 y=22.937In(x)-4.816 0997 3370 2,58 y=11796In(x)+8.8038 0985 207,33 14,83 y=2961In(x)-107.63 0954 17255 195
ro6 343 005 y=15727x-3.8698 0967 2108 128 y=23.095In(x)-20.4 0943 4531 117 y=13.743In(x)-2.0593 0993 323,91 2244 y=31231Un(x)-1229.99 0993 174,52 846
ro7 256 011  y=18541x+2.472 0,979 171 0,17 y=20.381ln(x)-0.1388 0975 4028 228 y=10875In(x)+9.9754 0,999 262,34 17,84 y=28.406In(x)-107.78 0,993 18339 12,44
ro9 363 002 y=12699x+3.9165 0961 2169 179  y=0.7969x+32.74 0958 5325 151 y=12.709In(x)-0.3126 00999 383,76 740  y=0.104x+82577 0,997 14231 684
rul 288 006 y=17822x-12505 0,998 1559 134 y=22.901ln(x)-12.897 0978 2509 092 y=13.836In(x)+56132 0982 282,10 925 y=21617In(x)-7L675 0,965 243,48 16,65
ru2 357 005 y=13.185x+2.919 0,999 24,83 184 y=29581n(x)-45016 0994 5723 558 y=10.44In(x)+7.9725 0944 506,76 3523 y=00687x+15556 0994 18535 4,45

n. d. - nije detektovano.
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija
Prilog 8. Nastavak.

DPPH- | NO- | OH- | LP | FRAP

Uzorak pg/mL Fx) R? pg/mL 0 R? pg/mL ) R? pg/mL £ R? mg_EAK/g S.e.

ICs, SD ICs, SD ICs, SD ICs, SD X sD
ru3 347 001 y=12573x+6.4283 0,998 39,06 117  y=14167x-53358 0,991 69,66 2,79  y=0506x+15363 0,976 42141 3193 y=20.258In(x)-72.141 0,999 17138 535
ru4 310 015 y=14797x+4.1069 0,996 2105 136 y=27.39In(x)-33.452 0991 3777 0,10 y=17.289In(x)-12.352 0991 36928 16,17 y=18.063In(x)-56.527 0980 19195 108
rus 294 008 y=15747x+3.7448 0997 18,60 034 y=25952In(x)-25857 0984 3369 181 y=12.393In(x)+6.599 0996 377,59 29,43 y=21Uln(x)-74.972 0,979 21100 646
rué 398 011 y=12321x+0.9553 0999 1746 114 y=24029In(x)-18.723 0976 3646 032 y=15502In(x)-55111 0960 246,13 028 y=1981ln(x)-58.822 0991 232,80 0,19
ru7 35 0,09 y=15219x+2.0162 0,999 22,91 128 y=30.837In(x)-46.57 0991 3188 2,38 y=19.573In(x)-17.273 0,994 294,82 2137 y=18.90Un(x)-57217 0997 23177 13,33
rug 400 013 y=11827x+2.6862 0999 2206 0,72 y=28.72Un(x)-38.857 0,985 5122 501 y=16.825In(x)-15796 0,997 51565 8,4  y=00666x+15979 0,989 149,08 589
rult 339 010  y=15262x-1687 0,998 23,62 200 y=24855in(x)-28.59 0985 4042 3,69 y=15965In(x)-8.8075 00986 27763 3,65 y=21982In(x)-73.377 0999 21238 1539
ru 354 013  y=13523x+2.1845 0,999 2742 054 y=27.187In(x)-40.02 0991 3108 0,80 y=15033In(x)-12851 0,992 41342 33,51 y=22.358In(x)-84.378 0980 19628 6,48
rub13 235 0,04 y=13653x+6.1422 0997 1790 155 y=30.4In(x)-37.698 0993 1781 0,04 y=11767In(x)+16.278 0981 54266 1644  y=00649x+15.145 0990 263,17 2170
ru4 300 005 y=15072x+4.7215 0998 23,07 176 y=30.724In(x)-46.424 0991 4511 4,07 y=14.696In(x)-57448 00996 492,61 22,53 y=00676x+17.022 0999 19786 7,53
ruis 409 0,09  y=187/x+1477 0,999 2820 013 y=27.392In(x)-41474 0983 4845 122 y=0.4028x+30.929 0989 30703 424 y=20.777In(x)-68.701 0999 19386 9,77
rui6 242 003 y=17.322x+8.0953 0,999 19,92 0,76 y=30.494In(x)-41235 0992 4763 124 y=02963x+36.096 0984 360,77 3179 y=18.195In(x)-56.883 0,999 27205 9,07
ruig 352 0,08 y=135M4x+2.4584 1000 3560 220 y=14055x-0.0428 0994 53,29 2,67 y=15742In(x)-12.333 0,999 51964 3269 y=20.09Un(x)-75.334 0997 15102 507
ru19 31 01 y=15631x+0.5919 0,999 3179 032 y=15013x+2.2783 0946 38,16 0,83 y=18.354In(x)-16.383 0,990 46291 1951 y=17544In(x)-57.425 0990 16941 10,82
ru20 391 007  y=13.06x-10341 0,999 36,70 323  y=15075x-53326 0996 6054 577 y=15982In(x)-15.241 0,993 31398 122,13 y=0.1407x+6.8037 0998 120310 3,33
ru21 31 0,06  y=15662x+1277 0,997 2537 035 y=27.283In(x)-38225 0,992 36,39 122 y=17.92Un(x)-13.965 00976 32369 1307 y=0.0494x+34.233 0992 22711 586
ru23 446 0,13 y=10.638x+2.5582 0,999 4176 021 y=0.9813x+9.0167 0995 46,22 142 y=13.708In(x)-2.3309 0,999 55058 3667 y=00652x+14.421 0985 15790 3,56
ru24 245 0,02 y=50.194In(x)+4.9216 0985 2165 193 y=24.31In(x)-24.775 0992 4516 2,48 y=13.63In(x)-17197 0975 42458 3358 y=19.269In(x)-66.324 0987 169,78 9,32
s1 31 003 y=15092x+2.2342 0,996 2545 037 y=2541n(x)-32.249 0988 50,74 2,38 y=19.367In(x)-25557 0,988 479,68 4534 y=13.07In(x)-30.492 0997 10828 7,06
52 269 002 y=17546x+2.7928 1000 20,63 110 y=2756Un(x)-33.425 0993 5152 395 y=13.038In(x)-11841 0999 263,29 1595 y=17.143In(x)-44.428 0,918 18186 3,49
tL 372 010 y=D158x+4.7817 0,988 3163 178 y=16.709In(x)-7.7156 0945 3173 3,12 y=15567In(x)-3.4323 0,998 n.d. nd. y=18.342In(x)-72.431 0996 14531 7,33
t3 236 002 y=20.895x+0.7598 0,993 20,61 0,27 y=15374In(x)+3.4851 0945 4043 2,31 y=11888In(x)+6.3207 0,998 64720 36,55 y=19.139In(x)-73.467 0967 220,88 14,18
t4 406 014  y=1408-71042 0985 1890 105 y=2.1353x+9.6437 0973 36,17 2,06 y=1U257n(x)+9.7799 0,983 n.d. nd. y=16.667In(x)-64.135 0989 15886 2,27
t5 283 002 y=17389x+0.8215 0969 20,94 020 y=18277In(x)-55948 0992 59,72 2,82 y=13.208In(x)-3.6795 0986 n.d. nd. y=13.09In(x)-41615 0993 17484 244
t6 303 01  y=16477x+0.1016 0983 3503 196 y=14.066In(x)-0.0235 0961 394 255 y=15735In(x)-73044 0998 n.d. nd. y=10.208In(x)-31638 0975 17448 637
t7 180 004 y=36.07ln(x)+28.823 0973 12,41 0,70 y=14.883In(x)+12.518 0,912 5283 437 y=23.414In(x)-42.288 0988 383,03 2,21 y=19.082In(x)-63.137 0,989 210,57 887
t9 354 0,09 y=13.745x+13922 0977 32,17 020 y=185Un(x)-14.246 0970 5874 2,18 y=14.666In(x)-9.4271 0984 n.d. nd. y=1453In(x)-59.472 0992 16218 13,73
tql 34 013 y=14623x+4.0979 0,999 1924 084 y=28.048In(x)-32.933 0995 5174 3,47 y=18.25Un(x)-21559 0989 n.d. nd. y=8.1307In(x)-412 0960 13,76 7,50
ul 41 011 y=12.79x-2.5951 0999 n.d* nd. n.d. nd. 3246 197 y=11146In(x)+1L187 0981 18229 41 y=18817In(x)-47.955 0959 21218 540

*n. d. - nije detektovano.

241



Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 9. Rezultati ispitivanja neutralizacije DPPH" (X - srednja vrednost procenta neutralizacije

pri ispitanoj koncentraciji).

Koncentracija ispitanog ekstrakta (ug/mL)
Uzorak 0,25 0,62 123 184 244 303 361 438 476 500 563 625 698 750 805 9,09

9% neutralizacije DPPH’ (X)

adl /1 3319 49,60 63,20 73,54 88,70 / / / / / / / / /
anl I 1 17,23 24,62 29,92 | / | 5328 |/ / I 7335 |/ / /
an2 /1 18,86 28,75 3580 / / I 6746 |/ / /9458 |/ / /
an3 /1 12,14 18,64 2329 |/ / /43,96 |/ / /61,69 |/ /81,30
an4 /1 2477 37,07 4570 / 6570 / 8615 / / / / / / /
del /1 10,60 13,99 1588 / / /31,05 |/ / I 4326 | I 54,10
b2 / 13,21 21,54 / 3800 / 5237 | 6693 / / / / / / /
b3 /| 2359 3465 4250 / 6015 / 7817 / / / / / / /
b4 / 595 12,99 / 2666 / 3434 | 4346 / / / / / | 84,52
ba6 /| 18,82 27,76 3341 | / / 6783 |/ / /96,25 |/ / /
b9 /1 1853 2843 3515 |/ / I 69,59 |/ / / 9858 I / /
b10 | 1264 22,92 | 4343 | 6473 | 8530 |/ / / / / / /
b1l / 940 1834 [ 3592 / 4962 | 6401 / / | 9545 | / /
b12 /| 452 21,00 2869 [ / / 5490 |/ / /6812 |/ /78,49
b13 /1 2385 3711 4667 /| 6480 /| 8835 / / / / / / /
bl4 /| 16,70 26,11 32,62 [ / /6438 |/ / /9129 |/ / /
bi5 / 946 1949 / 3954 | 6161 [/ 8258 / / / / / / /
bt16 /| 18,35 23,56 2568 |/ / I 5532 | / /7834 | / /
b17 /1 19,12 30,56 37,06 / 5480 [/ 7563 / / / / / / /
b19 /940 1562 [ 2821 / 4441 | 5923 / / / 86,60 |/ / /
c1 / 18,10 36,39 52,60 67,29 / 9442 |/ / / / / / / / /
2 /1 18,60 26,50 29,52 |/ / /66,07 |/ / I 92,73 I / /
csl /1 11,63 16,71 19,55 |/ / I 4210 |/ / I 6027 I /79,56
cs2 /1 13,52 21,05 26,79 |/ / / 5398 |/ / / 78,05 86,11 / /
a3 /1,72 11,61 19,35 28,31 / 3856 [/ 4364 / / / / / / /
el /1 11,81 21,02 28,16 / / I 5307 |/ / I 7525 | / /
h1 / 16,50 34,61 66,50 / 77,49 9482 |/ / / / / / / / /
h2 / 983 17,76 [ 4562 / 6103 / / / /91,79 |/ / / /
h3 | 1434 2625 40,25 |/ /6939 |/ / /7120 |/ /7086 |/ /
h4 / 933 1854 [ 3921 / 5142 |/ / /6812 |/ I 7461 | /
h7 / 994 21,26 | 4968 | 67,40 |/ / / /9491 / / / /
h8 /1 2082 2997 3562 / 5678 [ 7194 [ / / / / / /
h9 / 827 19,08 4237 | 52,35 6508 |/ / / / / / / / /
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 9. Nastavak.

Koncentracija ispitanog ekstrakta (ug/mL)
Uzorak 0,25 0,62 123 184 244 303 361 438 476 500 563 625 698 750 805 9,09

% neutralizacije DPPH’ (X)

h17 / 966 2506 3956 / 5876 [/ 7662 |/ / / / / / / /
h18 /| 2063 31,48 3950 / 5471 / 71,98 / / / / / / /
h21 | 1527 21,86 | 42,62 53,14 6941 |/ / / / / / / / /
h22 / 1358 2583 3769 / 64,38 / 8616 |/ / / / / / / /
h23 /914 17,26 3252 |/ / 5061 / / / /77131 |/ / / /
h26 / 710 1843 / 3596 / 57,30 |/ / / /9074 |/ / / /
h29 / | 2063 3365 4335 / 6050 / 8159 / / / / / / /
has / 12,33 21,90 37,29 / 6055 [/ 82,70 [ / / / / / / /
k1 518 7,40 18,30 24,20 / 42,04 | 5675 | / / / / / / /
K2 9,14 11,69 29,99 4365 / 6371 / / / / / / / / / /
k3 /420 1470 | 3242 [ 4852 | 6275 |/ / /9690 |/ / /
k4 / 679 1478 /| 2813 | 4509 / 5895 |/ / / 8651 |/ / /
K5 / 905 2010 / 4190 / 6089 / 8017 / / / / / / /
K6 4,94 10,70 22,98 36,16 / 48,09 |/ 7433 [ / / / / / / /
k7 / 760 12,51 1955 / 3580 / 5153 |/ / /7045 |/ / / /
k8 451 1125 20,27 32,67 | 52,65 | 72,65 [ / / / / / / /
k9 597 852 17,07 26,44 | 4323 |/ / / / / / / / 9553 |/
K10 / 1151 22,6 /| 4230 / 6208 / / / /7308 / / / /
K11 /| 2404 3690 4597 / 6350 / 8802 / / / / / / /
K12 / 1156 16,15 / 4823 / 7010 / 9209 / / / / / / /
K13 / 1014 19,76 / 3586 / 5499 | 7086 / / / / / / /
K14 / 10,24 2053 / 3781 / 5648 [ 7229 / / / / / / /
K15 / 965 17,35 / 3328 [ 5053 |/ / / /8119 / / / /
K17 / 12,92 [ 3224 | 5983 7603 / 8146 / / / / / / /
k18 /| 2362 3659 4570 / 67,10 / 8843 / / / / / / /
K19 /1 30,70 41,20 47,97 / 7190 [/ 8734 / / / / / / /
k20 / 19,18 39,30 55,70 78,78 92,35 / / / / / / / / / /
k21 / 20,10 3550 52,52 66,72 / 82,90 |/ / / / / / / / /
k22 /979 1867 | 2924 | 4313 |/ / / / 5835 |/ / / /
k24 /| 14,05 21,75 28,00 / / / 56,49 |/ / / 8053 |/ / /
K25 / 16,76 34,79 51,30 70,12 / 9637 |/ / / / / / / / /
K26 / 11,29 2129 / 40,79 [ 5333 [/ 6741 / / / / / / /

k27 6,88 11,02 22,23 3262 / 5104 / 6956 [/ / / / / / / /
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 9. Nastavak.

Koncentracija ispitanog ekstrakta (ug/mL)
Uzorak 0,25 0,62 123 184 244 303 361 438 476 500 563 625 698 750 805 9,09

% neutralizacije DPPH" (X)

k28 / 1007 1736 / 3562 / 5430 / / / /8715 |/ / / /
k29 | 14,26 26,02 [ 4650 / 6241 |/ / / / 86,38 |/ / / /
k30 / 1888 2525 / 69,59 73,59 80,54 / / / / / / / / /
k31 / 951 12,68 2048 / 3822 | 5595 / / / / / / / /
k32 / 1519 1866 / 39,63 / 57,55 |/ / / /7362 I / / /
k33 /1 1649 [ 3208 / 5272 | 6853 / / / I 8684 I /
k34 | 10,46 1512 [ 3257 |/ / / / / I 61,70 |/ / /82,04
k35 / 918 1875 [ 3440 [ 4110 / / / I 7466 | / / /
K36 /1 1,97 [ 2696 / 3913 | 4571 / / / / 61,83 |/ /
k37 /1 21,89 33,84 4223 | 6050 / 8154 / / / / / / /
k38 / 10,67 20,55 / 3719 / 5334 | 6738 / / / / / / /
k39 6,56 19,34 2587 / /4571 [ 7059 |/ / / / / / / /
K40 /1 19,01 30,95 39,70 / 57,90 [/ 76,02 / / / / / / /
k41 /| 2895 4544 5881 / 7760 | 9858 / / / / / / /
K42 / 614 1613 / 3576 / 5144 [ 67,79 |/ / / / / / /
I | 14,44 2395 | 4265 | 57,70 [ 7336 / / / / / / /
12 / 576 1312 [/ 27,71 [ 3999 / 5260 / / I 7937 I / /
13 / 751 1536 / 32,98 / 4563 [ 6215 |/ / | 87,65 |/ / /
mit | 1416 [ 2557 | 4715 5747 | 7560 / / / / / / /
mi2 / 921 / 3834 / 6830 7430 / 8423 |/ / / / / / /
mi6 / 1601 / 3948 / 6410 7948 | 8619 / / / / / / /
mi7 / 1467 | 3890 / 67,81 77,14 [ 8298 |/ / / / / / /
mig / 1219 / 4065 / 6159 8138 / 8343 / / / / / / /
mi9 / 818 /| 3286 | 5286 6849 / 8228 |/ / / / / / /
mi1o / 1943 [ 31,77 | 5282 6105 / 8265 / / / / / / /
mi1l / 18,34 [ 4453 | 7442 8100 / 90,77 / / / / / / /
mi12 / 1530 / 3522 | 5872 7624 | 8540 / / / / / / /
mm1 / 10,37 29,81 34,05 47,90 / 6654 | 8087 / / / / / / /
mm2 2,25 28,84 27,51 50,88 / 68,00 84,53 / / / / / / / / /
mma4 7,12 2129 4218 66,78 | 98,67 / / / / / / / / / /
mm5 / 1313 / 3406 / 6035 7512 / 8389 / / / / / / /
mmé6 / 1891 / 5096 / 7811 8332 / 8530 / / / / / / /

m1l / /3155 4490 5483 [/ 7250 [ 9425 [/ / / / / / /
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 9. Nastavak.

Koncentracija ispitanog ekstrakta (ug/mL)
Uzorak 0,25 0,62 123 184 244 303 361 438 476 500 563 625 698 750 805 9,09

% neutralizacije DPPH" (X)

m3 / 560 33,99 5846 67,29 / 8357 |/ / / / / / / / /
ma /| 2212 30,88 3656 [ / /6918 |/ / /9629 |/ / /
ms / 1039 19,92 / 3587 / 5431 [ 6970 |/ / / / / / /
mbil / 16,16 31,31 / 61,39 73,25 90,35 / / / / / / / / /
mb2 / | 21,66 3346 4208 / 6015 / 7819 |/ / / / / / /
o1 /| 21,04 31,07 3744 | 5836 [/ 7589 / / / / / / /
02 / 969 1853 / 3608 / 5299 / 6857 / / / / / / /
03 /| 2253 3256 39,87 |/ / /7079 |/ / /9750 |/ / /
ot /| 10,73 21,37 2968 | / | 57187 |/ / / 8309 / / /
pl5 /| 1513 38,97 5214 / 7218 / 90,23 / / / / / / /
0p92 /| 2099 40,85 4638 / 66,89 / 8821 / / / / / / /
pp9g /| 2539 39,05 4875 / 6950 / 92,83 / / / / / / /
ppl03 /| 29,19 40,42 4890 / 6750 / 9525 / / / / / / /
ppl06 /| 3632 5201 6527 / 7932 / 9869 | / / / / / /
pv17 /| 14,09 34,44 40,77 | / /7740 |/ / I 9456 |/ / /
pv19 /| 27,89 47,48 5535 [ 7589 / 89,95 / / / / / / /
rgl /| 21,0 40,23 4571 [ 6354 /| 8558 / / / / / / /
rg2 / | 2056 32,40 41,12 / 5947 [ 7674 | / / / / / /
rg3 / 11,00 2055 | 3754 | 5844 | 7688 [ / / / / / /
rg4 / 1558 29,02 |/ 4547 | 6118 [ 7760 |/ / / / / / /
rg5 /| 20,76 30,39 3824 [ 5740 [/ 7334 |/ / / / / / /
r02 / 845 [ 3007 / 5562 6484 [ 8112 |/ / / / / / /
r03 / 042 [/ 1386 / 2572 3338 /| 4416 |/ / / / / 66,08 |/
ro5 / 745 | 2601 [ 4420 5867 | 6934 |/ / / / / / /
r06 / 350 / 2588 / 4341 6015 / 6581 / / / / / / /
r07 / 11,04 / 3741 / 6059 7515 / 8531 / / / / / / /
r09 /927 | 2682 | 46,63 5377 | 59,20 / / / / / / /
rul /| 2034 3297 4169 / 61,89 / 8441 / / / / / / /
2 /| 19,33 27,97 3343 | / | 6686 |/ / | 9444 | / /
a3 /| 2243 30,33 3509 / / /6741 |/ / /9381 |/ / /
rud /| 2301 32253791 / 5796 [/ 7495 / / / / / / /
s /| 2343 3393 40,76 / 5967 [/ 79,67 |/ / / / / / /
rug /| 1583 24,38 3007 [ / I 6072 |/ / /8637 |/ / /
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 9. Nastavak.

Koncentracija ispitanog ekstrakta (ug/mL)
Uzorak 0,25 0,62 123 184 244 303 361 438 476 500 563 625 698 750 805 9,09

% neutralizacije DPPH’ (X)

7 / | 2044 31,01 3826 / 5742 [ 7435 |/ / / / / / /
ru9 /1 1597 2517 31,89 |/ / / 60,05 |/ / I 8441 | / /
rull / | 1651 27,63 3551 / 52,39 / 7152 |/ / / / / / /
ru12 /1 18,81 27,89 33,75 |/ / I 67,77 1 / /96,01 |/ / /
rubl3 /| 2722 4182 5289 / 7359 [ 9429 |/ / / / / / /
rul4 /1 2334 3337 4000 / 5985 / 7640 / / / / / / /
ruls / | 1516 24,05 30,34 / / /59,08 |/ / | 8363 |/ / /
rul6 /1 2878 41,26 50,06 / 7015 / 90,83 / / / / / / /
ru18 /| 19,33 27,83 3448 | / | 3448 | / / / / / /
ru19 /1 19,11 30,47 3856 / 5698 [/ 7497 [ / / / / / /
20 /| 1429 2379 30,38 / / /6231 |/ / /89,38 |/ / /
21 /1 18,95 31,31 40,71 / 5743 | 7554 |/ / / / / / /
23 /1 1471 22,78 2857 |/ / | 5415 | / /7612 | / /
ru24 /1 16,13 3846 4502 / 6759 / 8620 / / / / / / /
s |/ 2124 3121 3762 | 5547 [ 7527 |/ / / / / / /
@ | 13,17 2441 | 4661 | 6616 / 8594 / / / / / / /
t1 / 13,03 1831 30,29 31,44 / 4887 / 6318 |/ / / / / / /
t3 | 14,51 24,64 3841 5485 | 7511 / / / / / / / / /
t4 /| 565 7,63 17,96 2519 / / /61,49 |/ / / / / / /
t5 /752 18,40 40,40 47,04 / 6346 | 8046 / / / / / / /
t6 / 598 19,92 3443 4346 | 6036 / 7556 / / / / / / /
t7 / 1409 [ 4370 / 6928 8092 / 8359 / / / / / / /
t9 /12,95 16,25 22,27 38,29 / / I 66,98 |/ / / / / / /
tql /1 21,29 31,39 39,76 / / I 7509 |/ / / / / / /
ul /1 11,93 20,39 30,40 / / / I 6522 | / /90,91 / /
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 10. Rezultati ispitivanja neutralizacije OH" (X - srednja vrednost procenta neutralizacije pri

ispitanoj koncentraciji).

Koncentracija ispitanog ekstrakta (ug/mL)
Uzorak 11,11 16,67 22,22 27,78 44,44 55,56 66,67 88,89 133,33

% neutralizacije OH" (X)

adl 31,36 / / 48,68 55,15 / 63,58 68,07 /
anl 36,04 / / 46,99 53,68 / 56,25 57,54 /
an2 34,65 / / 47,18 52,58 / 57,72 60,35 /
an3 27,69 / / 34,27 39,28 / 50,70 59,44 /
an4 27,25 / / 43,86 50,80 / 57,91 61,60 /
del 16,38 / / 32,82 40,80 / 47,44 51,19 /
b2 12,96 / / 30,03 36,20 / 44,78 49,40 /
b3 28,69 / / 42,71 49,60 / 54,22 56,44 /
b4 25,09 / / 41,25 48,47 / 55,84 60,09 /
ba6 30,88 / / 42,51 / 50,96 / 55,01 58,12
b9 37,54 / / 47,74 53,07 / 56,68 58,68 /
b10 15,30 / / 29,93 36,55 / 42,15 44,96 /
b1l 34,21 / / 44,52 49,33 / 53,08 54,93 /
b12 32,35 / / 46,11 52,46 / 58,47 61,91 /
b13 35,14 / / 40,61 46,33 / 50,32 54,31 /
b14 28,75 / / 38,36 / 48,98 / 46,83 45,77
b15 22,77 / / 35,39 39,28 / 46,53 50,51 /
bt16 33,39 / / 46,45 52,61 / 57,27 59,57 /
b17 30,61 / / 43,37 47,78 / 54,47 58,09 /
b19 17,71 / / 32,99 38,09 / 46,34 50,84 /
cl 33,75 / / 44,36 49,25 / 53,19 55,15 /
c2 27,70 / / 43,18 50,47 / 55,99 58,70 /
csl 28,16 / / 42,27 51,07 / 53,25 53,88 /
cs2 11,30 18,70 / 28,14 45,55 60,01 73,60

d3 21,92 / / 33,60 43,47 / 56,43 66,25 /
el 31,56 / / 45,61 52,68 / 58,01 61,00 /
hi 19,91 / / 41,37 49,17 / 59,91 65,67 /
h2 21,59 / / 28,61 33,23 / 45,09 53,45 /
h3 24,59 / / 37,11 43,24 / 48,23 51,05 /
h4 18,91 / / 33,72 38,92 / 46,57 50,71 /
h7 21,05 / / 34,06 39,48 / 45,94 49,70 /
h8 26,47 / / 41,21 49,48 / 53,92 56,29 /
h9 20,92 / / 39,88 44,98 / 56,85 63,49 /
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 10. Nastavak.

Koncentracija ispitanog ekstrakta (ug/mL)
Uzorak 11,11 16,67 22,22 27,78 44,44 55,56 66,67 88,89 133,33

% neutralizacije OH' (X)

h17 32,56 / / 44,74 51,48 / 55,26 57,30 /
h18 17,71 / / 34,64 / 45,13 / 53,77 60,13
h21 19,03 / / 32,42 40,67 / 69,63 61,27 /
h22 23,07 / / 38,80 44,78 / 52,30 56,30 /
h23 27,65 / / 42,31 49,64 / 54,32 56,53 /
h26 25,88 / / 33,70 40,08 / 49,44 56,57 /
h29 21,70 / / 35,23 / 45,58 / 49,50 52,60
h35 25,33 / / 39,72 46,57 / 51,61 54,07 /
k1 30,78 / / 42,82 47,68 / 53,87 57,48 /
k2 34,40 / / 46,58 54,01 / 56,12 56,81 /
k3 33,61 / / 45,52 51,89 / 55,91 58,11 /
k4 27,56 / / 40,34 / 49,08 / 54,35 58,32
k5 33,84 / / 45,49 51,14 / 55,84 58,50 /
k6 19,09 / / 37,83 48,12 / 54,07 57,28 /
k7 28,42 / / 44,40 49,48 / 58,43 63,33 /
k8 26,08 / / 38,45 42,13 / 49,39 53,41 /
k9 24,30 / / 39,34 44,61 / 52,40 56,61 /
k10 24,75 / / 37,07 / 43,96 / 51,34 56,68
k11 27,57 / / 42,40 50,62 / 55,23 57,71 /
k12 26,46 / / 43,41 48,41 / 58,44 63,99 /
k13 37,86 / / 49,88 56,14 / 60,42 62,79 /
k14 27,41 / / 40,61 45,86 / 51,87 55,04 /
k15 30,46 / / 36,69 42,63 / 49,18 54,91 /
k17 22,93 / / 35,77 42,24 / 47,09 49,80 /
k18 28,34 / / 41,79 / 52,85 / 55,59 57,91
k19 27,13 / / 38,74 45,32 / 48,71 50,52 /
k20 21,20 / / 37,87 48,30 / 50,85 51,57 /
k21 39,14 / / 47,37 51,75 / 54,54 56,07 /
k22 18,71 / / 36,06 / 47,67 / 55,20 60,83
k24 27,56 / / 40,55 / 50,40 / 54,29 57,36
k25 24,62 / / 40,56 47,95 / 53,80 56,70 /
k26 27,17 / / 44,96 50,33 / 60,69 66,41 /
k27 26,42 / / 39,01 42,18 / 50,34 54,93 /
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 10. Nastavak.

Koncentracija ispitanog ekstrakta (ug/mL)
Uzorak 11,11 16,67 22,22 27,78 44,44 55,56 66,67 88,89 133,33

% neutralizacije OH' (X)

k28 21,33 / / 38,31 / 52,08 / 55,81 58,92
k29 25,72 / / 39,03 45,60 / 50,83 53,78 /
k30 29,98 / / 41,98 47,91 / 51,82 53,69 /
k31 32,89 / / 48,97 55,20 / 62,73 66,72 /
k32 35,50 / / 44,18 48,64 / 51,81 53,57 /
k33 27,09 / / 39,28 44,01 / 50,53 54,35 /
k34 30,38 / / 38,38 44,94 / 54,36 61,57 /
k35 22,94 / / 41,43 50,03 / 56,78 60,13 /
k36 16,70 / / 30,39 35,43 / 43,12 47,66 /
k37 32,10 / / 44,64 49,98 / 55,22 57,91 /
k38 22,88 / / 37,51 / 48,04 / 53,28 57,29
k39 20,52 / / 27,49 32,10 / 43,77 52,00 /
k40 28,21 / / 42,01 / 52,24 / 56,72 60,21
k41 37,75 / / 46,78 51,86 / 54,56 56,00 /
k42 28,77 / / 40,47 43,69 / 50,91 54,93 /
11 31,17 / / 41,96 / 51,51 / 52,67 53,85
12 35,63 / / 44,93 49,21 / 53,29 55,64 /
13 9,66 / 24,14 24,14 57,65 64,89

mil 18,62 / / 38,94 50,12 / 55,24 57,42 /
mi2 31,55 / / 42,55 48,04 / 52,27 54,64 /
mi6 26,33 / / 40,23 46,76 / 52,68 56,05 /
mi7 27,54 / / 44,87 53,60 / 59,04 61,61 /
mi8 33,41 / / 43,22 46,69 / 52,40 55,79 /
mi9 29,33 / / 44,46 49,84 / 57,56 61,72 /
mil0 33,22 / / 46,70 51,77 / 58,27 61,73 /
mill 29,32 / / 43,83 50,70 / 55,84 58,35 /
mil2 26,92 / / 48,04 53,19 / 67,10 74,94 /
mm1l 27,79 / / 37,42 40,76 / 45,79 48,51 /
mm?2 18,17 / / 39,31 47,27 / 57,47 62,90 /
mmé4 26,27 / / 42,25 50,73 / 55,17 57,15 /
mm5 21,47 26,47 / 33,72 / 53,70 / 78,67 /
mm6 33,08 / / 43,10 / 53,32 / 52,37 52,12
ml 36,61 / / 48,22 53,48 / 58,67 61,65 /
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 10. Nastavak.

Koncentracija ispitanog ekstrakta (ug/mL)
Uzorak 11,11 16,67 22,22 27,78 44,44 55,56 66,67 88,89 133,33

% neutralizacije OH' (X)

m3 28,00 / / 45,26 54,48 / 59,21 61,30 /
m4 25,36 / / 33,09 39,79 / 47,78 54,13 /
m5 25,81 29,72 / 35,40 / 51,06 / 70,62 /
mbl 43,80 / / 54,44 59,60 / 63,89 66,31 /
mb2 25,80 / / 38,77 44,35 / 49,69 52,43 /
ol 26,12 / / 42,09 51,04 / 55,87 58,46 /
02 38,21 / / 51,02 57,10 / 62,46 65,51 /
03 25,19 / / 45,88 52,80 / 63,95 70,03 /
ot 24,70 / / 38,74 46,68 / 50,82 53,02 /
pl5 24,56 / / 31,08 35,92 / 45,21 52,00 /
pp92 33,68 / / 46,24 52,11 / 57,49 60,55 /
pp99 30,43 / / 43,54 49,17 / 54,58 57,35 /
pp103 28,42 / / 3591 42,58 / 49,72 55,51 /
pp106 24,04 / / 40,43 49,78 / 54,52 57,04 /
pv17 29,51 / / 41,57 48,64 / 51,85 53,52 /
pv19 26,86 / / 39,91 45,18 / 51,01 54,06 /
rgl 31,63 / / 42,38 47,36 / 52,03 54,69 /
rg2 30,12 / / 41,63 47,00 / 51,93 54,74 /
rg3 19,60 / / 33,00 / 44,52 / 46,48 48,28
rg4 23,14 / / 35,94 42,17 / 47,32 50,22 /
rgs 22,57 / / 36,07 / 49,55 / 48,72 48,68
ro2 29,66 / / 46,66 53,81 / 61,03 64,75 /
ro3 23,36 / / 39,75 44,95 / 56,10 59,20 /
ros 36,34 / / 48,63 55,01 / 58,61 60,26 /
ro6 30,30 / / 44,34 50,96 / 55,97 58,44 /
ro7 36,00 / / 46,43 51,14 / 55,84 58,54 /
ro9 30,01 / / 42,29 48,04 / 53,29 56,27 /
rul 37,95 / / 52,00 60,30 / 63,97 65,86 /
ru2 31,42 / / 43,23 / 53,67 / 54,98 56,29
ru3 18,38 / / 30,03 41,03 / 50,17 58,08 /
ru4 28,24 / / 46,02 54,68 / 60,66 63,53 /
rus 35,95 / / 48,15 54,43 / 58,87 61,33 /
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 10. Nastavak.

Koncentracija ispitanog ekstrakta (ug/mL)
Uzorak 11,11 16,67 22,22 27,78 44,44 55,56 66,67 88,89 133,33

% neutralizacije OH' (X)

rué 30,24 / / 46,46 57,20 / 59,87 61,03 /
ru7 28,83 / / 48,81 58,18 / 65,38 68,92 /
rud 24,54 / / 41,01 46,94 / 55,25 59,72 /
rull 28,61 / / 44,71 53,96 / 58,52 60,93 /
rul2 34,04 / / 49,47 56,92 / 62,20 64,75 /
rub13 43,76 / / 55,73 62,84 / 65,91 67,48 /
rul4 29,81 / / 43,52 48,70 / 56,23 60,67 /
ruls 33,96 / / 42,60 50,28 / 58,64 65,41 /
rulé 38,20 / / 44,51 50,87 / 56,30 61,38 /
rul8 25,44 / / 40,44 46,93 / 54,06 58,19 /
rul9 26,65 / / 45,59 54,98 / 61,12 64,04 /
ru20 22,08 / / 38,73 / 50,64 / 56,72 61,36
ru2l 27,58 / / 46,54 57,11 / 61,71 63,63 /
ruz23 30,66 / / 43,62 49,00 / 55,48 59,26 /
ru24 29,98 / / 43,98 52,62 / 55,77 57,32 /
sl 21,47 / / 39,83 44,87 / 56,23 62,56 /
s2 30,01 / / 42,52 48,16 / 53,80 57,04 /
t1 33,83 / / 49,13 54,78 / 62,31 66,33 /
t3 34,59 / / 46,46 51,34 / 56,52 59,21 /
t4 36,11 / / 47,52 54,22 / 57,26 58,83 /
t5 28,45 / / 40,92 44,16 / 52,10 56,54 /
t6 30,20 / / 45,82 52,03 / 59,14 62,88 /
t7 12,50 / / 36,76 49,04 / 56,58 60,11 /
t9 24,48 / / 40,10 / 52,00 / 56,61 60,24
tgl 22,70 / / 40,06 44,98 / 55,51 61,37 /
ul 38,58 / 44,64 / 54,71 / 56,35 62,17 /
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 11. Rezultati ispitivanja neutralizacije NO" (X - srednja vrednost procenta neutralizacije

pri ispitanoj koncentraciji).

Koncentracija ispitanog ekstrakta (ug/mL)
Uzorak 2,86 568 857 11,30 1429 2235 2857 3315 40,00 4372 5714 7143 8571

% neutralizacije NO'( X)

adl / 1820 / 3580 / 5209 [/ 5446 | 5457 | / /
anl 608 / 18,83 18,76 | 4640 |/ / /61,64 I / /
an2 2220 /31,78 3622 |/ 5912 / / /6659 |/ / /
an3 67,36 | 1257 2493 | 4168 |/ / /57,79 1 / /
an4 / 2051 / 4201 / 5955 [/ 6599 / 6840 [ / /
del 067 / 983 1590 / 2986 [ / I 47,99 | / /
b2 / 460 / 1618 / 31,80 / 4602 | 5655 [ / /
b3 /952 [ 3239 [/ 4408 / 6141 [ 7073 |/ / /
b4 / 11,65 / 2304 [ 3841 | 5246 | 628 [ / /
ba6 / 999 / 2009 / 328 / 5101 / 6341 /[ / /
b9 /484 [ 1624 [ 3174 | 4708 | 5825 [ / /
b10 /811 [ 3274 [ 4906 / 6212 | 6856 [ / /
b11 / 89 | 2248 [ 4106 / 5528 | 6623 |/ / /
b12 / 306 / 1091 / 2013 / 3931 / 5181 / / /
b13 / 570 [ 3148 [ 4917 / 6193 [ 6807 /[ / /
bl4 /11,77 1 3379 [ 4767 | 6041 | 6684 |/ / /
bi5 / 931 / 209 /[ 3650 / 5247 [ 6401 /[ / /
bt16 / 774 | 1826 / 31,76 [/ 4955 |/ 61,86 [ / /
b17 /11,81 / 21,32 [/ 3329 / 5091 / 6289 /[ / /
b19 / 120 / 1017 / 2100 / 40,84 |/ 5395 [ / /
o1 / 2306 / 4391 / 6006 / 6760 [/ 7077 |/ / /
2 / 100 / 2348 [/ 3706 / 5094 [ 5807 [ / /
csl /218 [/ 726 [ 1232 | 3105 |/ 4269 /| 7112 [
cs2 5,66 11,15 23,57 33,12 44,39 72,27

&3 334 12,44 17,75 2140 [ 3630 [ /4617 | / / /
el / 225 |/ 128 / 2608 | 4552 | 5875 |/ / /
h1 / 2037 [ 3435 | 6043 |/ /6832 | 7424 | 7691
h2 /1399 [/ 2950 / 5013 [ / 6805 [ 7293 |/ /
h3 /11,44 [ 2574 | 46,09 [ / 6119 / 668 | 6581
ha /1451 [ 2478 | 4272 | / 5660 / 6344 | 66,84
h7 /1072 [ 2144 | 4090 [ /5822 /| 6868 [ 7245
hg 1294 / 41,90 3782 / 5838 |/ / /6470 |/ / /
h9 /976 1 2276 | 4712 [ / 5935 |/ 6454 | 66,39
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 11. Nastavak.

Koncentracija ispitanog ekstrakta (ug/mL)
Uzorak 2,86 568 857 11,30 1429 2235 2857 3315 40,00 4372 5714 7143 8571

% neutralizacije NO'( X)

h17 /1915 [/ 3722 | 6245 |/ /7234 |/ 7515 [ 78,00
h18 / 878 [/ 2018 / 3531 [/ 51,09 [/ 6246 [ / /
h21 | 1244 | 2626 | 5021 |/ / 6089 / 6398 [ 67,02
h22 /762 1 1975 [ 4514 [ /6470 |/ 7260 [ 76,08
h23 / 625 /| 668 | 258 |/ /4203 |/ 5435 | 6371
h26 /1634 [ 2769 [ 5327 |/ / 6887 [ 7609 [ 78,02
h29 286 /857 1143 | 228 [ / /4571 / /
h35 / 1290 / 2883 [/ 5004 [ /6369 / 6709 [ 6804
k1 / 514 [/ 21,08 [ 4053 |/ / 5943 |/ 6570 [ 69,29
K2 /2407 [ 4127 [ 6131 /[ /6952 /7272 |/ /
K3 16,29 3586 4199 47,65 |/ 58,67 |/ / I 6053 [ / /
k4 / 1690 / 3392 [/ 5554 |/ /6483 | 6772 |/ /
K5 20,80 3535 4399 5559 /64,30 / / /66,40 [ / /
K6 /1087 [ 2434 | 4734 | /6417 /7001 [ 72,25
K7 /932 [ 2625 [ 4890 [ /6814 [ 7375 [ 7742
k8 | 1248 | 2385 | 4593 |/ /6224 | 6836 [/ 71,08
K9 /1412 [ 2957 [ 5630 [ /7169 [/ 7558 [ /
K10 / 1350 / 3088 [ 5752 |/ /7203 |/ 7636 [ 7839
K11 / 3825 [/ 5283 / 5495 [ /| 5845 | 5761 [ /
K12 21,82 39,33 4800 5444 | 6214 [ /6413 |/ / / /
K13 11,75 2459 29,89 3525 |/ 51,48 [ /5999 [ / / /
K14 14,87 17,23 32,23 3643 [/ 5479 [ /57,94 | / / /
K15 /1532 | / /5876 |/ /6751 [/ 6979 [ 71,05
K17 835 2563 39,74 4338 / 6104 [ /6982 |/ / / /
K18 10,67 20,89 27,84 | I 4376 | I 4481 | / / /
K19 /3691 [/ 5127 [ 6481 [ /67,78 | 6835 [ /
k20 /| 4401 [/ 6156 / 6738 [ /6907 |/ 6956 [ /
k21 10,04 29,80 3575 37,75 [/ 47,69 [ /51,77 ] / / /
K22 /39 [/ 573 [/ 1716 |/ / 3565 |/ 4837 | 6844
K24 / 1642 [ 3514 | 5451 [ /6131 /6479 [ /
K25 / 5012 / 6028 [ 6861 [ /6997 /6930 / /
K26 | 2484 | 4145 | 5543 [ /6420 | 6577 |/ /
K27 / 11,88 [/ 2591 [/ 5576 |/ /7138 |/ 7530 [ /
k28 /869 [/ 1718 [ 3510 / /5295 |/ 6284 | 68,78
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 11. Nastavak.

Koncentracija ispitanog ekstrakta (ug/mL)
Uzorak 2,86 568 857 11,30 1429 2235 2857 3315 40,00 4372 5714 7143 8571

% neutralizacije NO'( X)

k29 / 1559 /3196 / 4668 [ /5774 | 6133 | 6502
K30 10,01 30,00 3593 3844 / 50,00 [ | 4634 | / / /
K31 /1127 /2690 [/ 4711 [ / 6316 / 6864 [ 71,88
K32 I 2429 [ 4047 | / / /6950 / 7085 [ 72,32
k33 /571 [/ 1143 | 2286 |/ / 4000 / 5714 [/ 8571
k34 /841 [/ 1919 / 3690 / /4954 |/ 5620 [ 60,40
k35 /1917 /3447 | 4892 [ / 5811 [/ 6137 | 64,15
k36 /1216 [/ 2193 [/ 3735 [ / 5283 / 6085 [/ 66,30
k37 /2240 [/ 4202 [ 5906 / /6269 |/ 6354 [ /
k38 /| 1587 [/ 2590 [ 4482 |/ /6416 [/ 7099 [ 7452
K39 /2219 [/ 3712 | 5983 [ /6921 [/ 7210 [ 73,06
K40 2548 33,86 47,87 4949 /| 6211  / / /6507 |/ / /
K41 / 2035 / 3549 | 5816 [ /6837 [/ 7159 [ /
K42 / 1522 [/ 3610 [ 5767 |/ /6958 /7211 |/ /
I /223 [ 1361 / 2844 [ 4602 |/ 5840 [ / /
2 / 605 / 1608 / 2929 [/ 4373 /| 5404 | / /
13 6,55 15,87 27,69 45,49 59,14

mil 16,52 30,75 38,32 4955 [/ 64,90 [ /7212 / / /
mi2 20,67 40,31 4530 5553 / 7059 [ /7219 / / /
mi6 15,27 36,44 49,80 5818 / 69,09 / /7481 |/ / / /
mi7 2361 2681 3617 41,27 |/ 5604 [ /6028 |/ / / /
mis 16,66 29,16 4025 5086 / 68,39  / /7530 |/ / / /
mi9 9,99 2242 30,76 3642 / 4911 [ | 5436 |/ / / /
mito 15,07 23,00 27,65 3698 / 51,17  / /| 5534 | / / /
mill 18,84 3345 5589 57,27 [/ 69,78 |/ I 7428 | / / /
mi12 15,27 29,05 36,55 44,09 |/ 5348 [ / / / / / /
mm1 15,63 2932 /4472 | 5548 | | 5623 |/ / / /
mm2 / / / | 4475 | 5620 [ /60,90 61,61 6431 /
mma4 /1726 /3839 [/ 4760 [ / 5162 |/ 5387 [ /
mm5 12,16 39,37 4641 51,82 [ 6441 [ I 7221 / / /
mme 2422 3574 3841 49,08 /| 5671 [ / / / / / /
m1 11,21/ 3894 4976 [/ 62,90 [ / /67,90 [ / /
m3 13,36 /| 4023 4655 |/ 6413 [ / /6736 |/ / /
m4 10,50 / 33,70 3606 / 5826 [ / /6549 [ / /
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 11. Nastavak.

Koncentracija ispitanog ekstrakta (ug/mL)
Uzorak 2,86 568 857 11,30 1429 2235 2857 3315 40,00 4372 5714 7143 8571

% neutralizacije NO'( X)

m5 11,00/ 2837 3731 / 5418 |/ / /67,03 |/ / /
mbl / 1939 / 4097 / 5791 [/ 6539 / 6847 |/ / /
mb2 / 641 [/ 1937 [/ 3703 [/ 5177 | 6290 /[ / /
o1 / 934 [/ 1840 / 3035 [/ 4343 [ 5277 | / /
02 I 654 16,87 30,11 41,57 5597 |/ / /
03 / 48 [/ 1770 / 3500 / 51,19 / 6312 [ / /
ot / 941 / 1914 [/ 3154 | 4849 | 6014 [ / /
pl5 / 800 / 2564 [/ 3554 [/ 4757 | 5389 [ / /
pp92 / 1824 / 3977 / 5583 / 3977 | 6841 |/ / /
pp99 1440 | 3625 4771 /| 61,32 |/ / /6561 [ / /
pp103 / 1589 / 3628 / 4870 [/ 61,14 |/ 6752 | / /
pp106 /914 [/ 3452 |/ 5237 | 6426 /| 6988 |/ / /
pv17 / 58 [ 1474 | 2642 [ 40,06 |/ 4969 [ / /
pv19 / 1416 / 3701 / 5351 [/ 6358 |/ 6822 |/ / /
rgl /1170 [/ 3379 |/ 4722 [/ 60,75 |/ 67,68 |/ / /
rg2 / 1716 / 3787 [ 4906 / 638 [/ 7166 / / /
rg3 / 604 [/ 1934 / 369 [/ 5554 /[ 6891 [ / /
rg4 / 1348 [/ 21,76 [ 3276 [ 4410 | 5228 [ / /
g5 /1248 [ 2349 | 3826 [ 5242 [ 6279 [ / /
r02 10,10 2517 34,86 4251 | 6347 |/ /71,88 |/ / / /
r03 311 2270 2314 2532 [ 49,92 |/ I 6469 |/ / / /
r05 18,52 3532 4513 4855 | 6861 [ /7803 |/ / / /
r06 10,29 16,05 23,02 3344 [/ 50,71 [ I 6696 |/ / / /
ro7 21,00 29,39 4620 5250 / 6604 [ /7291 / / /
r09 30,34 4099 /4247 | 5054 [ /6511 |/ / / /
rul / 2433 | 4484 | 6137 [/ 67,82 [ 7032 |/ / /
2 /| 433 [/ 2956 |/ 4706 [/ 5924 |/ 6505 [ / /
3 / 065 / 1110 / 2854 [ 4328 | 5437 | / /
rud / 1333 / 3560 / 4849 |/ 6308 / 7069 |/ / /
s / 1661 / 3957 |/ 5745 [/ 6561 / 69,02 [ / /
ru6 / 2027 / 41,85 [/ 5940 / 6597 | 6846 [ / /
7 / 614 [ 3117 [/ 4557 [/ 6211 /[ 70,76 [ / /
ru9 / 824 |/ 3355 [/ 5304 [ 6237 | 6634 [ / /
rull /1429 [ 3407 |/ 4446 [/ 5901 / 66,79 [ / /

255



Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 11. Nastavak.

Koncentracija ispitanog ekstrakta (pg/mL)
Uzorak 2,86 568 857 11,30 1429 2235 2857 3315 40,00 4372 5714 7143 8571

% neutralizacije NO'( X)

12 /| 644 | 2852 |/ 4126 [/ 5580 / 6339 [ / /
rubl3 /| 1284 |/ 3894 |/ 5749 [/ 6945 /| 7505 [ / /
ruld / 606 / 3103 / 4547 |/ 61,86 / 7041 [ / /
rul5s / 593 [/ 2758 / 3860 [/ 5507 / 6393 [ / /
ru16 / 1075 / 3564 / 5030 [/ 6624 [/ 7450 [ / /
rul8 / 593 [/ 1720 / 3208 / 4818 / 5971 [ / /
ru19 /476 [ 2070 / 4352 [/ 5379 /| 6306 [ / /
20 /178 [/ 1316 / 2785 [/ 4639 / 5930 [ / /
21 / 701 [/ 3056 / 4755 [/ 57,93 [ 6272 | / /
23 / 1337 /2105 / 31,12 [/ 4269 |/ 5087 |/ / /
24 / 1555 / 3653 / 5168 / 6093 / 6520 [ / /
sl /1142 /3181 / 429 [/ 5731 /| 6490 [ / /
@ / 1240 / 3606 / 5282 [/ 6371 |/ 6882 |/ / /
t1 9,01 1834 27,00 3972 / 4350 / /4900 / / / /
t3 10,27 34,57 38,88 4259 |/ 5434 | | 5767 I / / /
t4 15,86 2127 2926 3539 / 5523 / / / / / / /
t5 14,11 2381 3597 3866 / 51,71 [ /6073 |/ / / /
t6 12,57 24,30 29,00 34,70 / 4695 [ | 4817 I / / /
t7 24,37 3855 4328 5539 / 5959 [ /6090 / / / /
t9 441 1365 2340 27,65 /| 49,79 [ | 4988 |/ / / /
tql / 1432 |/ 3778 |/ 5297 [ 6592 /| 7237 | / /
ul / 2831 / 3431 |/ 3901 / 3827 | 3738 3502 /[ /
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 12. Rezultati ispitivanja inhibicije LP (X - srednja vrednost procenta inhibicije pri ispitanoj

koncentraciji).

Koncentracija ispitanog ekstrakta (ug/mL)
Uzorak 2222 5556 11111 166,67 222,22 277,78 333,33 444,44 55556 666,67 888,89
% inhibicije lipidne peroksidacije (X)

adl / / 42,23 / 46,71 / 49,61 4935 49,22 / /
anl / / / / 14,65 / 2481 3355 3580 37,22 /
an2 / / / / 37,22 / 41,03 4419 4521 4584 /
an3 / / / / 33,52 / 3721 4038 4120 41,72 /
and / / / / 26,46 / 37,36 4442 5050 54,33 /
del / / / / 18,74 / 26,79 3373 3546 36,55 /
b2 / / 21,08 / 33,69 / 42,55 44,60 / 48,58 /
b3 / / 37,91 / 46,29 / 50,54 54,29 / 58,58 /
b4 / / 16,30 / 30,81 / 38,18 44,64 / 52,06 /
bat / / 19,20 / 34,56 / 4155 49,57 / 58,25 /
b9 / / 29,34 / 36,30 / 43,16 47,80 / 57,45 /
b10 / / 25,15 / 37,58 / 48,37 61,61 / 73,11 /
b1l / / 21,08 / 29,16 / 36,44 44,23 / 57,58 /
b12 / / 16,60 / 34,20 / 4081 47,77 4151 / /
b13 / / 31,77 / 46,41 / 57,97 58,49 / 61,83 /
b14 / / 15,83 / 32,04 / 43,06 46,48 48,16 / /
b15 / / 32,93 / 45,14 / 53,46 55,80 / 59,91 /
bt16 / / 22,88 / 31,72 / 40,63 45,86 / 57,56 /
b17 / / 27,16 / 39,97 / 46,86 52,02 / 58,19 /
b19 / / 27,70 / 38,58 / 4479 48,65 / 53,52 /
ol / / 36,98 / 46,66 / 5248 5558 57,29 / /
2 / / 23,69 / 36,87 / 4954 5819 63,15 / /
ol / / / / 19,92 / 2826 3382 3822 41,00 /
cs2 / / I / 15,43 / 2215 30,18 3648 37,15 /
&3 / / 1092 1589 18,77 / 2465 27,74 / 32,71 /
o1 / / 16,82 / 29,63 / 3586 41,97 / 48,81 /
hi / / / / 45,32 / 5202 5343 5450 5503 5537
h2 / / / / 44,56 / 4572 46,43 4860 50,13 /
h3 / / / / 48,46 / 50,14 5150 5371 5537 /
ha / / / / 48,23 / 4959 50,83 5228 53,45 /
h7 / / / / 43,17 / 4551 47,28 4817 48,73 /
hs / / / / 13,13 / 2057 2665 3601 42,96 /
ho / / / / 39,40 / 4751 5273 57,30 60,17 /
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 12. Nastavak.

Koncentracija ispitanog ekstrakta (ug/mL)
Uzorak 2222 5556 11111 166,67 222,22 277,78 333,33 444,44 55556 666,67 888,89
% inhibicije lipidne peroksidacije (X)

h17 / / / / 47,26 / 50,69 53,30 5460 5541 /
hi8 / / 1589 23,84 31,79 / 47,68 5876 66,75 / /
h21 / / / / 40,18 / 4785 5329 5680 59,02 /
h22 / / / / 41,72 / 4713 5152 5313 54,13 /
h23 / / / / 39,94 / 4220 44,18 4666 48,57 /
h26 / / / / 31,54 / 38,48 42,33 4588 47,11 /
h29 / / / / 41,79 / 4567 48,92 4991 50,53 /
h35 / / 29,02 3500 39,00 / 44,88 47,98 / 53,97 /
ki / / 21,61 / 31,99 / 37,98 41,56 / 46,16 /
K2 / / 33,23 39,95 44,83 / 5492 67,28 / / /
K3 / / 21,38 / 34,32 / 42,69 44,07 / 45,02 /
ka / / 13,78 / 21,81 / 2571 29,56 / 33,87 /
K5 / / 28,51 / 39,37 / 47,33 48,62 / 51,72 /
K6 / / 12,43 / 27,79 / 3445 42,97 / 52,00 /
K7 / / 17,31 / 28,38 / 34,63 38,65 / 43,68 /
K8 / / 19,82 / 31,16 / 3752 41,68 / 46,87 /
K9 / / 16,98 / 30,68 / 40,20 42,59 / 47,04 /
K10 / / 18,09 / 22,95 / 2729 32,10 / 40,25 /
ki1 / / 25,13 / 34,52 / 41,85 42,29 / 44,51 /
K12 / / 29,84 37,89 44,19 / 50,03 53,15 / / /
K13 / / 2099 27,74 3244 / 38,69 42,01 / / 53,01
K14 / / 2283 29,89 3457 / 41,57 4526 / 52,31 /
K15 / / 13,39 / 27,72 / 38,89 39,61 / 43,03 /
K17 / / 24,68 33,08 38,76 / 46,86 51,14 / / /
K18 / / 27,79 / 39,17 / 43,88 50,50 / 57,39 /
K19 / / 26,54 / 42,03 / 50,23 56,66 / 64,26 /
K20 / / 28,39 / 40,70 / 50,79 50,68 / 53,11 /
K21 / / 29,30 / 40,14 / 49,02 48,93 / 51,07 /
K22 / / 27,25 / 38,76 / 45,05 49,52 / 54,96 /
K24 / / 11,32 / 20,76 / 2451 30,24 / 36,13 /
K25 / / 29,86 / 40,11 / 48,52 53,48 / 56,78 /
K26 / / 23,12 / 34,62 / 41,50 45,11 / 49,96 /
K27 / / 14,06 / 28,41 / 37,66 41,20 / 46,57 /
k28 / / 30,23 / 43,09 / 49,36 55,48 / 62,33 /
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 12. Nastavak.

Koncentracija ispitanog ekstrakta (ug/mL)
Uzorak 2222 5556 11111 166,67 222,22 277,78 333,33 444,44 55556 666,67 888,89
% inhibicije lipidne peroksidacije (X)

K29 / / 20,89 / 33,14 / 41,93 43,65 / 47,34 /
K30 / / 20,37 / 32,02 / 37,90 43,14 / 49,15 /
K3l / / 19,95 / 31,08 / 36,25 41,93 / 48,12 /
K32 / / 29,43 / 43,04 / 5432 54,01 / 56,55 /
K33 / / 20,37 / 33,91 / 41,83 46,35 / 52,25 /
K34 / / 15,76 / 24,71 / 3009 32,85 / 36,58 /
K35 / / 30,64 / 43,49 / 49,53 55,96 / 63,03 /
K36 / / 11,33 13,58 1543 / 21,12 25,19 / 34,95 /
K37 / / 29,12 / 36,72 / 46,49 45,69 / 44,20 /
K38 / / 18,25 / 31,48 / 39,28 43,60 / 49,28 /
K39 / / 33,11 / 41,46 / 47,94 48,40 / 50,41 /
K40 / / 31,93 / 40,90 / 46,78 48,86 / 52,13 /
ka1 / / 40,45 / 41,49 / 42,37 4354 / 45,36 /
ka2 / / 28,49 3549 39,38 / 48,05 52,59 / / /
1 / / 19,50 / 33,19 / 40,56 46,06 / 52,66 /
2 / / 30,81 / 40,42 / 43,62 47,74 4831 50,91 /
I3 / / 2,27 / 15,47 / 27,69 37,40 / 53,13 /
mil / / 21,57 23,90 25,48 / 33,44 38,85 / 50,93 /
mi2 / / 27,36 37,36 4540 / 52,18 55,81 / / /
mi6 / / 27,87 34,48 37,79 / 46,76 51,45 / / /
mi7 / / 27,45 3391 37,93 / 44,97 48,67 / 55,14 /
mi8 / / 21,54 2592 29,99 / 38,49 44,96 / 61,52 /
mi9 / / 1587 21,46 26,92 / 36,04 43,27 / 62,77 /
mi10 / / 21,86 28,52 34,23 / 37,95 39,97 / 46,62 /
mill / / 2579 3500 38,98 / 44,88 51,48 / / /
mi12 / / 29,02 3500 39,00 / 44,88 47,98 / 53,97 /
mm1 / / 21,90 31,56 37,76 / 47,85 53,16 / / /
mm2 / / 38,94 / 46,30 / 52,96 51,99 / 52,82 /
mma / / / / / / / / / / /
mms / / 2255 32,54 40,92 / 46,92 50,15 / / /
mmé / / 27,96 37,30 4453 / 51,50 55,22 / / /
mi / / / / 42,15 / 47,64 5184 5388 5517 /
m3 / / / / 40,72 / 43,58 46,71 48,16 49,57 /
ma / / / / 32,27 / 36,95 42,02 4443 46,71 /
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 12. Nastavak.

Koncentracija ispitanog ekstrakta (ug/mL)
Uzorak 2222 5556 11111 166,67 222,22 277,78 333,33 444,44 55556 666,67 888,89
% inhibicije lipidne peroksidacije (X)

ms5 / / / / 39,87 / 4593 50,28 5297 54,66 /
mbi / / 14,84 / 33,27 / 4589 4967 5151 / /
mb2 / / 22,55 / 37,71 / 46,64 51,72 5457 / /
ol / / 26,37 / 41,00 / 46,14 5239 52,46 / /
02 / / 16,49 / 21,37 / 2510 32,07 / 42,12 /
03 / / 17,13 / 31,48 / 39,89 44,77 4750 51,97 /
ot / / / / 27,07 / 41,86 5325 5861 61,97 /
ol5 / / 24,14 / 33,88 / 37,99 4347 4677 48,67 /
0p92 / / 38,36 / 46,50 / 52,92 53,20 / 55,06 /
pp99 49,15 / / / 52,07 / 5249 52,79 5298 53,11 /
0p103 / / 34,39 / 42,73 / 4780 5037 51,78 / /
0p106 / / 33,49 / 35,75 / 37,81 4001 41,73 / /
ovi7 / / 23,25 / 37,44 / 43,93 48,07 46,97 / /
ov19 / / 37,77 4318 48,70 / 58,19 69,83 / / /
ol / / 25,53 / 36,92 / 45,72 46,40 / 49,18 /
g2 / / 31,18 / 41,12 / 4556 50,89 / 56,60 /
g3 / / 22,96 / 33,73 / 39,19 43,99 / 49,50 /
g / / 26,76 / 29,01 / 30,97 33,26 / 37,03 /
g5 / / 22,45 / 25,10 / 26,17 33,20 / 41,48 /
102 / / 2322 30,16 36,65 / 4975 59,75 / / /
103 / / 17,83 3391 38,18 / 44,97 71,01 / / /
05 / / 28,84 4418 57,76 / 6535 69,48 / / /
106 / / 18,01 30,07 36,19 / 52,39 60,86 / / /
07 / / 2677 37,80 4348 / 58,11 65,75 / / /
109 / / 2055 26,72 32,04 / 46,32 56,72 / / /
rul / / 28,15 / 45,59 / 58,10 60,55 / 65,81 /
w2 / / 21,86 / 31,04 / 39,87 46,80 / 60,29 /
3 / / 22,91 / 37,75 / 4560 51,77 / 59,07 /
rud / / 27,24 / 41,46 / 50,98 53,96 / 58,91 /
5 / / 22,93 / 39,55 / 50,70 54,16 / 59,94 /
6 / / 33,49 / 48,66 / 58,00 62,37 / 68,48 /
7 / / 31,23 / 45,32 / 5324 58,39 / 64,83 /
9 / / 21,73 / 31,00 / 40,13 46,30 / 59,11 /
rull / / 30,10 / 45,87 / 53,50 61,08 / 69,54 /
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Prilog 12. Nastavak.

Koncentracija ispitanog ekstrakta (ug/mL)
Uzorak 2222 5556 11111 166,67 222,22 277,78 333,33 444,44 55556 666,67 888,89
% inhibicije lipidne peroksidacije (X)

rul2 / / 19,33 / 36,91 / 48,65 52,38 / 58,54 /
rubl3 / / 20,80 / 29,77 / 38,60 44,65 / 57,19 /
ruld / / 24,42 / 32,27 / 38,95 47,80 / 61,85 /
ruls / / 29,14 / 44,01 / 51,15 58,39 / 66,43 /
rul6 / / 28,42 / 41,82 / 49,05 54,41 / 60,86 /
ru18 / / 19,50 / 33,65 / 39,95 47,56 / 55,70 /
rul9 / / 24,28 / 37,75 / 46,12 49,89 / 55,24 /
20 / 15,82 21,58 / 3823 4524 5271 70,46 / / /
21 / / 38,65 / 45,38 / 51,94 56,72 / 66,36 /
23 / / 19,77 / 29,13 / 38,54 44,10 / 56,45 /
24 / / 23,28 / 38,21 / 47,75 5154 / 57,21 /
sl / / 31,16 / 40,41 / 44,61 49,45 / 54,69 /
2 / / 34,01 / 50,01 / 58,54 61,65 59,48 / /
t / / 1323 21,58 27,67 / 34,71 3845 / 46,79 /
t3 / / 14,45 24,62 33,90 / 38,33 40,77 / 50,94 /
" / / 1325 21,29 27,73 / 3322 36,16 / 44,20 /
{5 / / 19,34 2555 30,07 / 3493 37,17 / 43,56 /
t6 / / 1541 20,68 2531 / 27,99 29,45 / 34,72 /
t7 / / 2577 34,66 41,43 / 48,30 51,96 / / /
t9 / / 942 1500 17,77 / 2538 29,35 / 34,93 /
tql / / 33,39 / 40,68 / 43,78 4620 4582 / /
ul / / 38,46 / 53,80 / 62,80 70,82 / 75,38 7547
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Prilog 13. Statisticka obrada podataka dobijenih ispitivanjem antioksidantnog potencijala

predstavnika roda Hypericum.

Prilog 13.1. MANOVA, antioksidantni potencijal - predstavnici roda Hypericum.

Variable Wilks' Partial F-remove _value Toler 1-Toler.
(Lambda)  (Lambda)  (27,274) P ' ((R-sqr))

DPPH- 0,087688 0,397273 15,39638 0,000000 0,672354 0,327646

NO- 0,074309 0,468801 11,49889  0,000000  0,655326 0,344674
OH- 0,044847 0,776777 2,91628  0,000005  0,961513 0,038487
LP 0,076377 0,456108 12,10131  0,000000  0,888926 0,111074
FRAP 0,057578 0,605024 6,62499  0,000000  0,696633 0,303367
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Prilog 14. Rezultati odredivanja potencijala inhibicije bioloski znacajnih enzima eckstrakata
predstavnika roda Hypericum (ICso - koncentracija neophodna za inhibiciju 50% aktivnosti

enzima, SD - standardna devijacija).

AChE a-amilaza a-glukozidaza MAO-A MAO-B
Uzorak pg/mL

1Cs SD ICs SD ICso SD 1Cs SD ICso SD
adl 759,42 21,73 364,07 12,86 8,36 0,19 6,97 0,57 37,04 2,08
anl 795,48 36,45 2029,38 51,86 27,67 0,90 14,62 0,43 58,12 5,46
an2 764,07 34,68 949,22 34,44 10,89 0,14 5,27 0,20 43,76 3,98
an3 918,84 53,01 2678,19 129,84 17,18 0,96 5,58 0,41 51,82 0,72
and n.d* n.d 277333 66,13 4564 069 27,90 1,92 8479 7,37
del 574,97 21,24 2126,27 19,85 45,93 2,64 6,49 0,01 71,40 0,58
b2 n.d. n.d. 2740,84 64,36 37,11 1,24 5,02 0,12 186,81 5,82
b3 1265,50 43,48 1106,86 31,59 13,52 0,61 5,27 0,08 69,12 0,41
b4 998,58 53,70 1700,67 50,88 33,79 0,09 6,94 0,51 120,30 4,96
ba6 1026,09 26,01 n. d. n. d. 19,57 0,54 3,74 0,35 60,01 4,98
b9 837,33 21,59 n. d. n. d. 15,99 0,85 3,12 0,30 52,59 2,47
b10 721,80 17,33 1538,74 27,35 24,98 0,87 4,06 0,09 75,75 2,84
b1l 1343,56 35,74 5110,66 234,93 87,47 4,59 4,43 0,26 52,41 0,62
b12 731,58 25,35 7992,00 340,77 37,53 1,45 30,84 0,72 102,64 5,47
b13 2228,57 18,69 825,13 26,97 18,60 0,21 208,67 9,03 60,00 2,73
b14 741,87 27,07 2221,82 41,63 23,68 0,68 6,44 0,07 55,83 5,16
h15 606,43 27,56 1506,34 44,27 20,27 0,07 7,17 0,45 40,24 1,64
bt16 222891 10,06 1682,67 57,16 21,54 0,26 11,86 0,99 66,46 1,65
b17 756,57 43,41 134355 36,03 20,03 0,04 7,52 0,71 40,50 1,49
b19 869,04 38,01 2025,73 60,85 31,28 1,17 26,49 0,93 798,86 26,85
cl n. d. n.d 746,45 7,06 8,16 0,32 5,17 0,39 49,37 0,33
c2 n.d. n.d. 329,84 19,28 10,94 0,31 3,73 0,21 65,98 1,34
csl 131546 11,13 1276,15 4526 23,95 0,35 40,58 091 103,35 2,51
cs2 1167,52 26,38 1418,02 53,54 11,84 0,67 6,99 0,55 62,03 0,82
d3 1259,23 13,68 n. d. n. d. 17,90 0,31 8,45 0,84 75,34 6,00
el 776,06 32,96 1443,80 73,79 21,27 0,00 5,28 0,05 73,28 0,66
hi 655,27 18,05 67,33 2,13 9,85 0,59 21,41 0,98 61,40 2,57
h2 715,73 23,84 223,15 7,14 14,00 0,22 4,92 0,03 346,78 6,02
h3 746,64 7,03 249,46 6,26 11,92 0,39 6,98 0,08 82,85 4,66
h4 1972,49 31,54 260,08 12,96 32,59 0,77 33,09 2,61 537,65 41,93
h7 1957,30 111,07 255,82 9,96 12,46 0,04 52,17 1,42 55,44 4,36

*n. d. - nije detektovano.
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Prilog 14. Nastavak.

AChE a-amilaza a-glukozidaza MAO-A MAO-B
Uzorak pg/mL

1Cs0 SD ICs SD ICso SD 1Cs0 SD ICs0 SD
h8 1232,64 30,82 349,42 9,14 16,55 0,15 3,42 0,13 116,53 10,54
h9 687,75 38,23 315,85 13,79 13,07 0,30 3,06 0,04 87,02 1,66
h17 664,19 37,16 238,10 10,62 10,07 0,35 8,29 0,63 72,68 4,60
h18 2018,96 72,88 505,37 21,55 23,76 1,02 14,37 0,23 12556 11,38
h21 715,49 25,12 80,45 2,36 13,08 0,23 511 0,20 60,18 3,94
h22 932,25 54,89 168,45 2,85 15,60 0,91 9,22 0,65 68,73 4,27
h23 1077,87 40,19 457,92 18,05 9,99 0,05 18,13 0,73 65,98 6,57
h26 1324,08 63,22 584,42 13,38 21,75 1,00 8,01 0,15 90,11 5,41
h29 955,49 28,36 206,72 4,37 26,36 0,56 4,32 0,08 86,53 6,78
h35 2556,51 105,92 66,03 0,99 10,81 0,64 46,58 2,90 417,78 30,95
k1 4138,71 38,05 654,15 21,68 16,68 0,56 9,04 0,13 57,19 0,05
k2 1841,01 92,76 524,90 21,57 7,98 0,29 3,45 0,25 64,24 5,80
k3 798,00 31,20 634,54 16,22 12,95 0,30 4,56 0,06 53,79 4,77
k4 1107,60 58,04 472,54 4,37 12,58 0,30 6,02 0,16 72,95 6,27
k5 967,71 4,25 394,38 21,54 8,23 0,47 10,51 0,80 48,38 4,54
k6 980,21 0,74 45385 3,69 13,26 0,44 5,56 0,32 84,79 2,18
k7 1185,96 46,49 65591 22,14 14,84 0,79 18,80 0,19 63,33 0,08
k8 2624,93 14,24 400,23 18,91 11,15 0,43 18,44 1,41 42,11 0,21
k9 2585,69 5,69 497,20 5,03 11,07 0,07 9,45 0,76 108,90 7,77
k10 1353,19 74,38 429,04 16,52 10,85 0,55 6,33 0,51 63,30 5,44
k11 891,82 14,95 455,69 0,03 13,71 0,78 8,93 0,32 77,04 2,11
K12 2371,41 134,94 221,75 157 852 050 990 0,68 5900 0,61
k13 1972,21 80,81 412,87 15,26 11,64 0,06 11,41 0,97 80,63 2,64
K14 1176,81 34,40 298,64 11,13 1042 0,32 258 001 4951 2,96
k15 2177,94 48,27 436,97 21,07 14,46 0,13 11,32 0,05 48,19 2,53
K17 554,22 8,69 34507 841 12,07 050 1587 044 5217 3,71
k18 1599,85 16,20 452,25 12,28 11,18 0,35 4,22 0,18 58,63 2,92
k19 1741,65 103,73 409,87 8,96 9,31 0,43 34,43 0,44 62,90 6,18
k20 693,81 26,12 350,36 18,54 8,24 0,40 6,87 0,10 53,28 0,06
k21 1142,26 62,89 412,87 4,42 8,95 0,09 11,10 0,06 45,29 1,61
k22 2027,79 12,35 374525 105,38 18,09 0,08 6,67 0,13 69,42 0,11
k24 1688,87 35,71 1873,34 29,09 19,41 0,53 15,74 1,15 66,22 2,64
k25 1174,84 57,41 420,06 14,77 9,89 0,18 4,83 0,33 61,60 3,17
k26 2300,00 17,07 431,73 8,38 12,95 0,52 12,53 0,15 53,60 5,34

*n. d. - nije detektovano.
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Prilog 14. Nastavak.

AChE a-amilaza a-glukozidaza MAO-A MAO-B
Uzorak pg/mL

1Cs0 SD ICs SD ICso SD 1Cs0 SD ICs0 SD
k27 1150,85 22,15 557,24 26,08 12,92 0,53 19,51 1,81 71,14 3,85
k28 1412,86 33,94 416,69 1,03 11,72 0,49 5,74 0,38 63,08 5,97
k29 6010,02 75,78 636,14 3,32 10,80 0,40 4,93 0,02 77,75 0,43
k30 616,16 29,86 379,59 9,55 9,67 0,13 3,60 0,00 40,04 1,04
k31 2413,30 41,14 675,25 7,28 18,74 1,12 20,61 1,30 63,38 0,91
k32 3676,57 48,75 548,16 26,06 10,46 0,52 17,32 0,93 57,22 0,40
k33 1220,01 15,64 460,28 22,25 11,21 0,26 31,61 1,74 67,74 5,87
k34 1509,39 83,89 1026,90 18,22 16,67 0,71 6,39 0,42 60,78 4,16
k35 n.d.* n.d. 767,54 35,90 15,15 0,54 5,83 0,50 68,56 4,89
k36 3810,45 192,58 2421,63 86,84 16,70 0,86 3,42 0,15 55,48 0,47
k37 1882,87 70,23 502,67 9,53 15,26 0,02 2,52 0,18 56,91 1,01
k38 1479,57 63,01 621,02 6,87 12,54 0,14 5,15 0,41 58,28 2,14
k39 1177,31 26,39 418,73 8,05 10,01 0,26 3,62 0,29 60,95 2,44
k40 n.d. n.d. 1730,82 47,03 1471 011 10,12 064 67,97 2,50
ka1 865,96 41,37 386,57 13,15 9,98 0,02 4,78 0,32 58,15 1,07
k42 1897,88 57,65 234,91 12,40 14,43 0,46 18,10 1,39 48,22 1,94
11 863,23 1,36 1389,20 63,70 18,46 0,82 8,15 0,26 78,42 1,14
12 744,61 9,53 497,99 1,05 11,35 0,15 4,23 0,30 54,72 0,51
13 829,43 22,29 655,99 41,98 15,21 0,81 3,46 0,31 50,82 2,14
mil 947,21 52,89 1645,39 14,19 16,62 0,69 3,77 0,18 59,88 1,35
mi2 942,03 1,64 303,36 11,78 13,60 0,17 6,56 0,13 50,44 2,26
mi6 847,14 6,40 432,92 24,44 1224 004 366 009 56,62 506
mi7 829,49 49,07 321,34 18,49 10,60 0,15 3,68 0,03 53,05 2,25
mi8 774,89 29,98 1270,62 33,05 14,56 0,31 5,90 0,59 47,81 0,19
mi9 1989,38 96,42 n. d. n. d. 16,24 0,96 10,77 0,90 68,74 2,14
milo 702,95 21,97 124243 61,29 1896 022 1054 0,28 54,98 0,93
mill 644,86 16,80 478,45 11,55 11,52 0,50 4,68 0,11 51,80 0,88
mi12 643,12 825 664,61 2394 12,95 0,57 14,74 138 4640 1,04
mm1 n.d. n.d. 264,04 491 12,99 0,11 8,93 0,54 63,51 0,42
mm2 848,62 41,73 317,26 17,22 13,77 0,29 889,13 63,41 48,57 3,85
mm4 714,87 5,45 308,75 3,37 13,06 0,33 7,73 0,52 45,45 0,02
mm5 652,10 0,19 30,12 0,10 12,37 0,67 6,50 0,45 45,50 1,47
mmé 943,32 32,63 344,82 18,96 12,92 0,40 88,91 8,82 49,00 3,92
ml 845,70 20,86 322,12 2,28 11,56 0,64 5,85 0,48 49,20 0,68

*n. d. - nije detektovano
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Doktorska disertacija

Prilog 14. Nastavak.

AChE a-amilaza a-glukozidaza MAO-A MAO-B
Uzorak pg/mL

1Cs0 SD ICs SD ICso SD 1Cs0 SD ICs0 SD
m3 676,12 24,97 428,42 6,40 9,37 0,15 5,18 0,50 48,37 2,70
m4 904,25 12,24 579,40 4,22 11,06 0,54 3,27 0,23 55,91 0,70
m5 651,19 868 773,73 7,13 21,98 0,15 5,49 0,39 48,71 4,44
mb1l n.d* n.d. 354,18 7,79 14,77 0,04 4,12 0,40 51,07 3,37
mb2 2121,70 126,13 850,41 13,72 25,21 0,10 51,00 1,16 52,00 4,30
ol 568,46 32,91 3245,03 76,53 27,36 1,11 296,38 21,52 86,79 6,90
02 1748,96 60,93 5109,18 111,19 37,44 0,34 44,55 0,52 59,25 4,96
03 1531,79 66,78 2892,77 10,84 42,00 1,80 8,30 0,79 53,53 3,37
ot 566,78 1,75 994,69 50,72 22,95 0,85 5,40 0,27 80,63 4,88
pl5 2399,07 142,85 562,69 24,56 14,87 0,86 3,32 0,24 71,38 1,46
pp92 645,47 14,84 314,50 11,34 12,47 0,49 6,28 0,12 58,28 1,30
pp99 569,58 6,06 284,09 12,39 10,50 0,52 7,36 0,11 60,78 2,17
pp103 1996,80 48,43 495,45 9,34 11,66 0,13 3,43 0,19 54,12 1,73
pp106 531,05 12,62 417,85 24,68 11,89 0,27 7,15 0,00 46,58 0,41
pvi7 1616,55 0,64 521,29 29,99 21,23 0,67 3,24 0,23 118,08 571
pv19 917,56 20,66 77,56 1,98 12,55 068 547 046 49,78 2,15
rgl 474,32 4,40 1103,31 28,22 14,01 0,30 177,83 8,51 54,07 5,14
rg2 807,79 4,92 1536,65 18,35 15,02 0,10 4,43 0,35 42,37 1,72
rg3 1223,33 60,37 1553,36 16,22 16,77 0,42 5,35 0,04 56,20 2,75
rgé 1096,93 2,00 n.d  nd 2796 031 61,04 173 57,85 424
rgs 975,28 17,34 1397,91 79,65 53,10 0,22 2,12 0,16 156,98 12,64
ro2 856,10 31,88 2504,61 99,31 102,31 3,71 20,27 0,31 57,06 1,98
ro3 74433 40,82 6321,77 107,30 17,16 0,57 10,25 0,72 39,81 0,69
ro5 1232,23 70,95 1269,89 63,21 2341 0,62 12,58 0,90 52,86 1,25
ro6 481,43 11,57 n. d. n. d. 17,43 0,04 2,46 0,03 61,03 5,61
ro7 196,98 3,09 619,31 31,33 12,13 0,49 5,26 0,23 60,66 2,29
ro9 947,77 9,37 977,93 31,24 17,10 0,05 8,69 0,41 61,76 4,13
rul 689,89 40,50 3649,45 88,46 16,72 0,10 10,00 0,84 56,22 5,38
ru2 829,06 0,37 1851,06 60,34 27,99 0,88 5,48 0,06 60,78 3,30
ru3 789,77 33,16 1524,30 57,29 26,04 1,45 2,65 0,16 65,46 6,48
rud 1353,23 15,20 n. d. n. d. 18,03 0,81 6,09 0,11 145,84 3,00
rus 1158,42 14,67 2059,61 42,52 18,47 0,20 31,66 0,77 54,49 3,23
rué 870,26 49,45 n. d. n. d. 26,93 0,09 8,65 0,70 77,75 1,64
ru7 1272,12 47,14 n. d. n. d. 21,45 0,38 16,59 0,22 86,20 7,46

*n. d. - nije detektovano.
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Prilog 14. Nastavak.

AChE a-amilaza a-glukozidaza MAO-A MAO-B
Uzorak pg/mL

1Cs SD ICs0 SD ICso SD 1Cs SD ICs0 SD
ruo 1301,21 15,59 n. d. n. d. 30,24 0,75 12,95 0,14 65,27 1,36
ruil 1577,85 15,89 3404,38 197,03 26,26 0,23 9,22 0,04 61,09 044
rul2 1339,93 61,27 1444,87 29,27 19,34 0,79 9,21 0,29 65,39 3,04
rubl3 938,29 5580 2759,13 76,41 27,24 068 753 059 52,62 1,00
ruld n.d* n.d.  1222,44 28,01 76,05 3,33 4,47 0,01 56,74 3,66
rul5 1511,19 19,90  n.d. n.d. 1645 074 423 033 7222 5,00
rulé 766,42 21,69 n. d. n. d. 20,66 0,49 13,69 0,53 52,10 0,89
ruis n. d. n.d. 127828 4,63 53,80 3,17 887 036 4957 2,54
rul9 2146,17 125,25 2672,82 63,50 29,11 1,33 5,08 0,08 67,95 0,63
ru20 1281,19 14,01 145275 7,64 4861 149 410 0,15 139,18 4,29
ru21 1610,37 0,94 n. d. n. d. 21,28 0,54 6,57 0,16 71,58 2,99
ru23 3870,89 206,99 n.d. n. d. 33,19 0,55 2,81 0,05 75,57 0,50
ru24 n.d. n.d. 336336 76,35 19,75 1,09 13,19 0,47 73,41 4,01
sl 1838,39 66,66 646,77 25,11 27,50 1,31 6,03 0,05 114,07 0,08
s2 126594 2,48 450,67 2,09 15,27 0,85 9,93 0,20 37,15 2,16
t1 1196,53 55,09 1214,10 64,19 28,46 0,31 7,47 0,65 58,72 3,29
t3 855,08 22,91 41954 4,22 14,72 0,71 7,14 0,33 63,25 1,69
t4 925,52 42,69 743,72 14,03 23,64 0,70 5,75 0,51 49,78 0,37
t5 7173,12 158,70 410,29 19,70 10,97 0,36 3,10 0,28 47,68 3,06
t6 827,23 41,05 4207,53 73,43 15,51 0,19 6,23 0,27 54,58 5,09
t7 790,10 2,86 343553 342 11,26 0,33 8,35 0,04 45,67 0,50
t9 606,03 8,42 8440,34 265,03 22,43 1,25 11,73 0,35 59,25 2,59
tgl 1304,04 13,65 616,04 29,29 9,94 0,47 4,79 0,28 55,15 2,51
ul 1419,7 17,47 509,93 13,54 7,55 0,12 / / / /

*n. d. - nije detektovano.
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Prilog 15. Rezultati ispitivanja inhibicije bioloski znacajnih enzima (X - srednja vrednost procenta

inhibicije pri ispitanoj koncentraciji).

Koncentracija ispitanog ekstrakta (ug/mL)
315,00 475,00 800,00 200,00 400,00 800,00 4,16 832 1664 4,09 73,53

Uzorak . - =
% inhibicije aktivnosti enzima (X)
AChE a-amilaza | oglukozidaza  [MAO-A|MAO-B
adl / 32,41 52,51 / 53,77 95,74 / 49,79 91,33 29,36 99,26
anl / 26,08 50,31 / 951 19,45 / 17,12 31,26 13,99 63,25
an2 / 43,34 50,86 / 20,85 42,08 / 38,67 7536 38,82 84,01
an3 / 35,80 46,20 / 7,17 14,69 / 24,39 48,45 36,66 70,95
an4 / 9,11 5,43 / 7,28 14,48 / 9,40 18,45 7,33 43,36
del / 40,15 72,20 / 9,26 18,80 / 10,40 19,16 31,52 51,49
b2 / 579 12,61 / 6,87 14,24 / 12,73 23,50 40,76 19,68
b3 / 12,78 28,10 / 17,29 35,42 / 32,24 60,63 38,78 53,19
b4 / 19,20 38,31 / 11,11 23,07 / 12,50 24,75 29,45 30,56
ba6 / 20,32 37,85 / 1,60 3,23 / 23,30 43,05 5471 61,26
b9 26,34 33,58 / / 1,79 3,74 / 27,79 51,86 6546 69,91
b10 / 22,79 58,65 / 12,45 25,64 / 18,31 34,14 50,33 48,53
b1l / 8,03 23,71 / 3,60 7,42 / 5,19 9,90 46,21 70,15
b12 / 20,56 57,84 / 2,55 5,05 / 11,27 22,30 6,63 35,82
b13 / 10,72 18,00 / 23,78 48,45 / 24,21 45,08 0,98 61,28
bl4 / 13,04 58,05 / 9,51 18,40 / 17,84 3526 31,74 65,86
b15 / 42,65 60,86 / 12,91 26,32 / 22,56 41,67 2852 91,36
bt16 23,59 25,79 / / 11,52 23,52 / 20,03 39,04 1725 5532
b17 / 38,77 51,75 / 13,98 29,25 / 21,85 41,85 27,21 90,78
b19 / 17,69 44,34 / 9,56 19,48 / 13,87 26,96 7,72 4,60
cl / 29,65 29,05 / 26,84 53,58 / 50,83 93,83 39,58 7447
c2 / 28,68 20,92 / 57,43 99,79 / 38,08 7586 54,78 55,72
csl / 2520 34,79 / 19,51 33,43 / 19,33 35,65 5,04 35,57
cs2 / 20,34 35,19 / 14,10 29,57 / 34,11 71,69 29,26 59,27
a3 / 24,76 35,22 / 1,81 3,75 / 2431 46,61 24,19 48,80
el / 31,57 51,50 / 13,78 27,66 / 19,70 39,17 38,73 50,17
h1 / 29,16 66,73 / 68,15 92,22 / 42,59 82,93 9,55 59,88
h2 / 18,24 61,14 / 62,91 92,11 / 31,03 5883 41,55 10,60
h3 / 34,85 53,00 39,58 80,17 / / 36,68 67,45 29,31 44,38
h4 / 20,49 26,89 37,49 76,08 / / 14,08 26,39 6,18 6,84
h7 / 1945 26,13 36,43 78,18 / / 33,87 66,28 3,92 66,32
h8 / 22,97 34,59 / 55,00 94,54 / 26,88 50,26 59,87 31,55
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Prilog 15. Nastavak.

Koncentracija ispitanog ekstrakta (ug/mL)
315,00 475,00 800,00 200,00 400,00 800,00 4,16 832 1664 4,09 73,53

Uzorak . - =
% inhibicije aktivnosti enzima (X)
AChE a-amilaza | oglukozidaza  [MAO-A|MAO-B
h9 / 22,25 64,62 / 56,93 89,87 / 32,68 62,99 66,75 42,25
h17 / 26,77 66,69 / 84,06 93,56 / 41,64 81,28 24,67 50,58
h1i8 / 7,54 16,48 / 39,06 80,59 / 17,55 3504 14,23 29,28
h21 / 19,62 60,71 / 69,78 94,54 / 33,81 62,09 40,04 61,09
h22 / 25,49 42,91 / 65,45 92,14 / 27,89 53,17 22,17 53,50
h23 / 11,53 32,26 / 64,25 89,87 / 42,33 8056 11,28 55,72
h26 / 25,48 34,89 / 33,37 69,44 / 21,50 39,15 2552 40,80
h29 / 16,11 39,01 / 63,51 91,47 / 16,78 32,10 47,35 42,49
h35 / 10,88 16,99 / 69,17 92,13 / 39,62 74,36 4,39 8,80
k1 / 4,57 8,60 / 27,59 54,20 / 26,23 49,89 22,62 64,29
k2 / 11,32 20,50 / 38,79 74,69 / 51,83 96,95 59,21 57,23
k3 / 11,43 50,23 / 34,72 60,78 / 32,73 63,74 44,84 68,35
k4 / 18,04 34,45 / 42,79 82,55 / 33,45 65,80 33,99 50,40
k5 / 21,54 40,34 / 50,48 84,62 / 50,49 93,55 19,45 76,00
k6 / 20,53 39,47 / 4533 80,02 / 32,21 62,16 36,81 43,36
k7 / 13,61 30,27 / 34,30 58,84 / 29,69 5562 10,88 58,05
k8 / 548 12,21 / 49,98 84,42 / 37,98 73,28 11,09 87,30
k9 / 14,93 20,33 / 42,35 73,83 / 37,82 7472 2165 33,76
k10 / 12,51 26,39 / 47,29 84,62 / 39,90 73,06 32,32 58,08
k11 / 36,20 46,96 / 45,40 78,44 / 13,71 59,79 22,91 47,72
k12 / 6,47 13,93 46,97 90,19 / / 48,92 94,87 20,66 62,31
k13 / 12,04 20,28 / 48,60 92,11 / 37,64 6860 17,93 4560
k14 / 6,25 26,51 32,18 66,97 / / 40,29 78,71 79,31 74,25
k15 / 16,57 22,95 / 46,72 82,21 / 28,98 57,47 18,06 76,29
k17 / 4560 63,78 / 55,26 93,56 / 3453 68,82 12,89 70,47
k18 / 18,84 27,85 / 44,52 86,47 / 38,88 71,27 48,44 62,71
k19 / 12,26 21,96 / 48,92 92,70 / 44,89 87,64 5,94 58,45
k20 / 32,84 58,36 / 54,69 92,48 / 50,46 95,52 29,78 69,00
k21 / 16,30 32,71 / 48,57 93,00 / 47,05 86,26 18,43 81,17
k22 / 11,51 19,59 / 6,01 11,27 / 24,98 46,29 30,65 52,96
k24 / 8,99 19,97 / 11,73 22,12 / 22,11 43,03 12,99 5552
k25 / 2557 36,91 / 47,81 91,48 / 42,50 8221 42,32 59,68
k26 / 7,66 15,20 / 47,39 80,29 / 34,28 62,52 16,32 68,59
k27 / 14,40 31,54 / 38,38 67,94 / 33,46 63,37 10,48 51,68
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 15. Nastavak.

Koncentracija ispitanog ekstrakta (ug/mL)
315,00 475,00 800,00 200,00 400,00 800,00 4,16 832 1664 4,09 73,53

Uzorak . - =
% inhibicije aktivnosti enzima (X)
AChE a-amilaza | oglukozidaza  [MAO-A|MAO-B
k28 / 12,86 25,73 / 43,90 74,81 / 37,31 6837 3564 58,28
k29 / 5,71 8,30 / 31,54 62,81 / 38,58 76,82 41,47 47,29
k30 / 4120 61,46 / 51,88 88,72 / 43,17 8513 56,85 91,82
k31 / 8,72 15,64 / 33,65 57,41 / 23,10 44,57 9,92 58,01
k32 / 18,31 21,53 / 37,01 72,08 / 40,63 77,00 11,81 64,25
k33 / 13,40 29,35 / 44,07 83,42 / 38,92 70,86 6,47 54,28
k34 / 9,56 22,27 / 21,68 39,75 / 25,07 49,91 32,01 60,49
k35 / 2,76 3,63 / 26,22 52,10 / 28,31 54,71 3505 53,63
k36 / 4,33 8,78 / 7,95 16,27 / 27,21 49,83 59,87 66,26
k37 / 9,15 18,58 / 40,30 78,09 / 27,33 5451 81,26 64,60
k38 / 13,31 25,18 / 34,12 62,86 / 34,85 64,71 39,73 69,11
k39 / 12,64 29,92 / 48,12 88,27 / 42,79 7831 56,55 60,32
k40 / 21,85 21,92 / 14,70 25,31 / 28,41 56,52 20,21 54,09
k41 / 19,19 44,80 / 51,20 86,93 / 42,98 78,19 42,75 63,22
k42 / 7,62 17,30 38,74 80,14 / / 30,06 57,22 11,30 76,24
1 / 32,93 47,22 / 14,29 28,73 / 23,11 4518 2510 46,88
12 / 33,89 53,31 / 42,07 74,44 / 36,94 72,78 48,35 67,19
13 / 27,58 49,15 / 30,34 62,59 / 26,54 56,47 59,06 72,34
mil / 28,83 43,38 / 12,14 24,30 / 26,52 50,06 54,28 61,40
mi2 / 23,09 41,81 / 58,20 92,14 / 31,10 60,87 31,18 72,89
mi6 / 28,85 47,29 / 46,18 94,47 / 3429 67,66 5584 64,93
mi7 / 2422 47,84 30,57 62,24 / / 40,76 74,44 5561 69,30
mig / 33,64 51,37 / 15,48 31,34 / 30,92 56,37 34,68 76,90
mi9 / 25,77 30,97 / 0,06 0,13 / 30,39 50,99 18,98 5348
mil0 / 21,11 62,30 / 15,65 31,96 / 22,01 43,90 1941 66,87
mill / 42,86 56,51 / 41,29 85,70 / 37,76 69,60 43,72 70,97
mi12 / 3594 63,12 / 29,85 60,31 / 32,54 63,80 13,87 79,24
mm1 / nd* n.d / 61,05 93,56 / 33,55 62,85 22,89 57,88
mm?2 / 31,51 47,61 32,69 63,04 / / 31,75 59,63 0,23 75,70
mmé4 / 15,33 62,29 33,26 64,77 / / 32,81 62,95 26,46 80,90
mm5 / 30,59 66,25 33,59 66,64 / / 3535 6543 31,44 80,80
mmé / 28,25 43,32 27,98 58,00 / / 34,34 62,63 2,30 75,04
m1 / 23,43 46,74 / 56,70 91,11 / 36,29 71,44 34,95 74,72
m3 / 18,06 69,72 / 46,61 94,32 / 44,72 86,57 39,48 76,01

*n. d. - nije detektovano.
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Prilog 15. Nastavak.

Koncentracija ispitanog ekstrakta (ug/mL)
315,00 475,00 800,00 200,00 400,00 800,00 4,16 832 1664 4,09 73,53

Uzorak . - =
% inhibicije aktivnosti enzima (X)
AChE a-amilaza | oglukozidaza  [MAO-A|MAO-B
m4 / 16,73 41,92 / 34,41 69,17 / 40,09 70,16 62,59 65,76
m5 / 36,77 61,14 / 25,81 53,26 / 21,26 38,76 37,27 75,48
mbl / 34,00 30,92 / 54,39 92,71 / 30,17 55,73 49,66 71,99
mb2 / 22,84 28,20 / 28,20 47,56 / 17,38 33,45 4,01 70,70
ol / 37,77 80,30 / 7,04 13,08 / 17,22 31,54 0,69 42,36
02 / 15,24 24,13 / 3,85 7,77 / 12,20 23,00 4,59 62,05
03 / 22,22 30,77 / 8,62 15,26 / 11,02 20,65 24,65 68,67
ot / 40,54 74,04 / 20,89 40,47 / 19,25 36,74 37,85 45,60
pl5 / 41,71 43,09 / 38,75 66,41 / 29,64 5552 61,58 5151
pp92 / 36,97 63,91 / 57,06 90,09 / 35,18 64,92 32,55 63,09
pp99 / 37,11 81,48 / 58,67 88,59 / 41,07 75,08 27,77 60,49
pp103 / 22,92 28,70 / 40,56 80,12 / 36,14 70,66 59,63 67,93
ppl106 / 46,91 64,85 / 48,14 89,83 / 3592 6869 2859 78,93
pv17 / 8,10 20,02 / 39,59 73,92 / 21,92 40,02 63,15 31,13
pv19 / 2422 43,18 / 69,54 93,78 / 3499 6451 37,39 73,86
rgl / 50,60 46,39 / 17,63 36,04 / 31,65 58,48 1,15 68,00
rg2 / 27,19 49,44 / 12,32 25,58 / 30,14 54,81 46,15 86,78
rg3 / 11,11 28,00 / 12,66 25,61 / 2525 49,62 3822 6542
rg4 / 19,65 35,51 / 0,38 0,78 / 16,57 30,73 3,35 63,55
rgs / 20,83 39,78 / 14,15 28,52 / 8,01 1581 96,48 23,42
ro2 / 26,63 46,56 / 7,75 15,78 / 4,47 8,50 10,09 64,44
ro3 / 42,26 51,60 / 3,07 6,24 / 26,16 48,60 19,96 92,34
ros / 15,54 30,33 / 14,90 31,04 / 19,09 36,13 16,25 69,55
ro6 / 49,89 5545 / 0,12 0,25 / 2452 47,78 83,08 60,24
ro7 / 55,74 62,45 / 31,60 65,16 / 34,70 68,15 38,89 60,61
ro9 / 39,73 46,79 / 20,41 40,89 / 26,50 48,77 2352 59,53
rul 24,39 3532 ! / 532 10,82 / 26,33 49,78 20,46 65,39
ru2 22,61 31,14 / / 10,64 21,49 / 16,68 31,93 37,32 60,49
ru3 18,09 28,84 / / 12,39 25,77 / 16,58 32,34 77,12 56,17
rud 16,06 21,30 / / 1,21 2,47 / 25,41 46,34 3358 2521
rus 22,24 27,50 / / 9,63 19,36 / 23,88 45,19 6,46 67,47
rué 18,57 27,63 74,04 / 0,50 1,05 / 16,80 31,54 23,63 47,29
ru7 13,62 19,70 / / 0,97 1,96 / 21,58 39,91 12,33 4265
rug 11,74 17,95 / / 1,44 2,97 / 14,62 27,87 1579 56,33
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Nebojsa Kladar Doktorska disertacija

Prilog 15. Nastavak.

Koncentracija ispitanog ekstrakta (ug/mL)
315,00 475,00 800,00 200,00 400,00 800,00 4,16 832 1664 4,09 73,53

Uzorak — - — -
% inhibicije aktivnosti enzima (X)
AChE a-amilaza | oglukozidaza  [MAO-A[MAO-B

rutl 14,13 18,67 / / 546 11,39 / 16,10 32,07 22,18 60,18
rui2 11,78 17,75 / / 13,09 27,22 / 22,96 43,10 22,21 56,22
rub13 22,77 29,76 / / 6,71 14,05 / 16,10 31,01 27,17 69,87
rul4 / n.d* n.d / 1591 32,49 / 6,44 11,79 4571 64,80
ruls 7,65 13,32 / / 1,61 3,27 / 26,55 50,59 48,30 50,90
rulé 26,40 34,77 / / 0,95 1,93 / 21,70 40,79 14,94 70,56
ru18 / n.d. n. d. / 15,33 31,46 / 780 1552 23,06 74,16
ru19 8,06 11,73 / / 6,93 14,27 / 15,72 29,44 4022 54,10
ru20 / 22,19 3341 / 13,68 27,48 / 932 17,72 49,86 26,42
ru21 / 28,55 34,69 / 1,02 2,13 / 21,76 39,89 31,14 51,36
ru23 18,00 19,44 / / 0,35 0,70 / 13,35 2538 72,80 48,65
ru24 14,74 13,34 ! / 592 11,87 / 2259 42,23 1551 50,08
sl / 23,81 30,05 / 30,45 62,14 / 17,25 31,46 3393 32,23
$2 / 1550 29,66 / 4538 81,85 / 28,20 54,29 20,59 98,98
t1 / 23,27 3531 / 15,93 32,67 / 1598 30,03 27,36 62,61
t3 / 25,78 46,49 / 47,73 94,21 / 28,75 56,38 28,64 58,13
t4 / 18,81 41,31 / 26,18 53,90 / 1849 3560 3559 73,86
t5 / 17,85 19,41 / 48,94 90,14 / 38,00 7574 6587 77,11
t6 / 28,40 48,33 / 4,50 9,28 / 2755 53,54 3281 67,36
t7 / 29,64 50,64 / 55,13 91,47 / 37,07 73,68 2448 80,51
t9 / 36,47 70,03 / 2,16 4,54 / 19,66 37,55 17,43 62,05
tql / 1541 28,97 / 34,85 62,90 / 42,42 8137 42,67 66,67
ul 8,82 / 26,61 / 42,09 70,87 41,15 89,30 / / /

*n. d. - nije detektovano.
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Prilog 16. Statisticka obrada podataka dobijenih ispitivanjem potencijala predstavnika roda Hypericum da inhibiSu bioloski znac¢ajne

enzime.
Prilog 16.1. MANOVA; inhibicija bioloski znacajnih enzima - predstavnici roda Hypericum. Prilog 16.2. MANOVA; inhibicija bioloski zna¢ajnih enzima - sekcije.
Variable Wilks' Partial F-remove p-value Toler. 1-Toler. Variable Wilks' Partial F-remove p-value Toler. 1-Toler.
(Lambda) (Lambda) ((17,70)) ((R-Sqr.)) (Lambda) (Lambda) ((6,81)) ((R-Sqr.))
AChE 0,274150 0,588667 2,877218 0,000993 0,893004 0,106996 AChE 0,519109 0,722890 5,175042 0,000150 0,932433 0,067568
a-amilaza 0,264164 0,610920 2,622431 0,002486 0,953196 0,046804 a-amilaza 0,452659 0,829011 2,784472 0,016350 0,975021 0,024979
a-glukozidaza 0,218324 0,739190 1,452838 0,139210 0,934270 0,065730 a-glukozidaza 0,476257 0,787934 3,633422 0,003044 0,949147 0,050853
MAO-A 0,207672 0,777104 1,181063 0,302471 0,981403 0,018597 MAO-A 0,391625 0,958209 0,588778 0,738348 0,989387 0,010613
MAO-B 0,221498 0,728598 1,533817 0,108269 0,965575 0,034425 MAO-B 0,463362 0,809861 3,169538 0,007631 0,973333 0,026667
Prilog 16.3. MANOVA; inhibicija bioloski zna¢ajnih enzima - sekcija Drosicarpium. Prilog 16.4. MANOV A, inhibicija bioloski zna¢ajnih enzima - sekcija Hypericum.
Variable Wilks' Partial F-remove p-value Toler. 1-Toler. Variable Wilks' Partial F-remove p-value Toler. 1-Toler.
(Lambda)  (Lambda) ((5,27)) ((R-Sqr)) (Lambda)  (Lambda) ((4,18)) ((R-Sqr.))
AChE 0,595685 0,785012 1,478872 0,229424 0,833153 0,166847 AChE 0,317560 0,757495 1,440632 0,261332 0,833696 0,166304
a-amilaza 0,663744 0,704518 2,264812 0,076497 0,888401 0,111599 a-amilaza 0,272022 0,884305 0,588744 0,675017 0,896431 0,103569
a-glukozidaza 0,490853 0,952668 0,268293 0,926472 0,892255 0,107745 o-glukozidaza 0,352376 0,682653 2,091930 0,124151 0,765247 0,234753
MAO-A 0,503094 0,929489 0,409647 0,837824 0,941819 0,058181 MAO-A 0,317960 0,756543 1,448106 0,259087 0,932708 0,067292
MAO-B 0,520971 0,897594 0,616087 0,688531 0,856084 0,143916 MAO-B 0,430314 0,559010 3,549940 0,026487 0,696462 0,303538
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Doktorska disertacija

Prilog 17. Morfoloska kontrola uzoraka ¢aja od kantariona.

Uzorak

Bioloski izvor

Vrsta

Podvrsta

k1
k2
k3
k4
k5
k6
k13
k15
k22
k26
k27
k28
k29
k31
k32
k33
k38
k39
k40
k41
k42

Hypericum perforatum L.
Hypericum perforatum L.
Hypericum perforatum L.
Hypericum perforatum L.
Hypericum perforatum L.
Hypericum perforatum L.
Hypericum perforatum L.
Hypericum perforatum L.
Hypericum perforatum L.
Hypericum perforatum L.
Hypericum perforatum L.
Hypericum perforatum L.
Hypericum perforatum L.
Hypericum perforatum L.
Hypericum perforatum L.
Hypericum perforatum L.
Hypericum perforatum L.
Hypericum perforatum L.
Hypericum perforatum L.
Hypericum perforatum L.
Hypericum perforatum L.

1753
1753
1753
1753
1753
1753
1753
1753
1753
1753
1753
1753
1753
1753
1753
1753
1753
1753
1753
1753
1753

latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
veronense (Schrenk) H. Lindb. 1906

perforatum
perforatum

latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911

perforatum
perforatum
perforatum
perforatum
veronense (Schrenk) H.
perforatum
veronense (Schrenk) H.
veronense (Schrenk) H.
perforatum
veronense (Schrenk) H.
veronense (Schrenk) H.
veronense (Schrenk) H.
veronense (Schrenk) H.
perforatum
perforatum

Lindb.

Lindb.
Lindb.

Lindb.
Lindb.
Lindb.
Lindb.

1906

1906
1906

1906
1906
1906
1906

latifolium (Gaudin) A. Frohl. 1911
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