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cacTaB Ilako WCNapSbuMBUX jeduHeHa W  EeTapCKuUX yrba
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1. UVOD I CILJEVI

Pored toga Sto su biljke neophodne za Zivot na Zemlji kao izvor kiseonika, one se
koriste u ishrani i kao polazne sirovine u raznim granama industrije. Biljke takode
predstavljaju neprocenjiv izvor velikog broja jedinjenja, poznatih kao sekundarni metaboliti,
koja su karakteristicna po tome da sama nemaju direktan uticaj na rast i razvoj biljke u kojoj
se stvaraju ali da zato mogu imati razli¢ite bioloske efekte na druge organizme.

Jednu od najznacajnijih grupa sekundarnih metabolita predstavljaju etarska ulja.
Karakteristi¢an miris etarskih ulja kao i njihova potencijalna bioloska aktivnost zavise od
glavnih komponenti koje nastaju u njima a koje uglavnom pripadaju klasi terpena (mono-,
seskvi- i diterpeni). Potraga za bioloski aktivnim supstancama je podstakla, izmedu ostalog,
upotrebu etarskih ulja kao antimikrobnih sredstava i antioksidanasa u hrani i prehrambenim
proizvodima. Osim toga, etarska ulja se mogu koristiti u zastiti useva i protiv StetoCina i
posasti, pri ¢emu je njihova najveca prednost u odnosu na sinteticke preparate to Sto se ne
akumuliraju u Zivotnoj sredini, i imaju Sirok spektar aktivnosti §to umanjuje rizik od razvoja
rezistentnih patogenih sojeva. Sve vec¢a upotreba prirodnih proizvoda, pre svega etarskih ulja
u ove svrhe, lezi u Cinjenici da su ona prirodna i sami tim i biorazgradiva, da uglavnom imaju
nisku toksi¢nost na ljude i domace zivotinje kao i da imaju moguénost istovremenog
postizanja viSe funkcija 1 efekata u odnosu na sinteticke preparate. Ono §to je uocljivo
poslednjih decenija je trend sve veceg interesovanja za upotrebu prirodnih lekova S$to je
dovelo do intenzivnog razvoja metoda za izolovanje i identifikaciju bioloski aktivnih
jedinjenja koji se nalaze kao prirodni konstituenti biljaka.

Pored svih ovih prakti¢nih primena etarskih ulja, samo etarsko ulje kao smesa svih
prisutnih jedinjenja, ili pak pojedine identifikovane komponente, mogu se koristiti i u smislu
taksonomske klasifikacije biljnih vrsta iz koje je etarsko ulje izolovano. Medutim, kori$¢enje
ovih sekundarnih metabolita u hemotaksonomske svrhe je moguce jedino poredenjem
rezultata analize etarskih ulja izolovanih iz biljnih vrsta u istoj fenoloskoj fazi razvoja i iz istih
delova biljke, s obzirom na to da dosadasnja istrazivanja ukazuju na to da sastav etarskog ulja
moZe znatno da varira u zavisnosti od toga u kojoj fenofazi se nalazi biljka prilikom branja,

kao i od toga iz kog dela biljke je izolovano etarsko ulje. Osim ovih faktora koji uticu na
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hemijski sastav etarskog ulja, postoje i literaturni podaci koji isti¢u uticaj klimatskih faktora
na sastav i prinos etarskog ulja. Treba naglasiti da stanje biljnog materijala, kao i metoda
kojom je izolovano etarsko ulje, mogu imati zna¢ajan uticaj na hemijski sastav.

Morfoloske karakteristike se obi¢no koriste za identifikaciju biljnih vrsta na terenu,
medutim kao rezultat homoplazije koris¢enje samo ovih osobina prilikom zakljucivanja ¢esto
moze dovesti do pogresne identifikacije i u ovakvim slucajevima hemotaksonomija igra
znac¢ajnu ulogu. Jer, iako mnoge biljne vrste imaju slicne morfoloske karakteristike,
sekundarni metaboliti (u ovom sluc¢aju hemijski sastav etarskih ulja) predstavljaju jedan od
nacina potvrde identifikacije. Novija istraZivanja su bila fokusirana na odredivanje srodnosti u
okviru roda na osnovu molekularnih markera, dok su nasa istrazivanja bazirana na tumacenju
odnosa na osnovu hemijskog sastava etarskih ulja izolovanih iz nadzemnih delova biljke. U
nasoj analizi, koja obuhvata sve biljne vrste roda Chaerophyllum L. koje rastu na teritoriji
Srbije i Crne Gore, dobijeni su rezultati koji se donekle razlikuju od rezultata dobijenih
analizom molekularnih markera.

Razlog zbog kojeg je upravo ovaj rod izabran je taj Sto Chaerophyllum L. predstavlja
najveci i najrasprostranjeniji rod koji pripada podplemenu Scandicinaeae (pleme Scandiceae,
podfamilija Apioideae, familija Apiaceae). Sam rod je revidiran nekoliko puta do sada (sa
aspekta morfoloskih karaktera kao i molekularnih markera) pri ¢emu su se podele u okviru
roda menjale u zavisnosti od toga koji pristup je primenjen.

Na teritoriji Srbije i Crne Gore raste Sest vrsta roda Chaerophyllum L. kao i vrsta
Myrrhoides nodosa koja je ranije klasifikovana u okviru ovog roda da bi se kasnije na osnovu
nekih novijih istrazivanja izdvojila u monotipski rod. Obzirom na to da same srodnosti u
okviru roda nisu u potpunosti razja$njene, kao i to da nema puno publikovanih podataka o
hemijskom sastavu etarskih ulja ovih biljnih vrsta, cilj ove doktorske disertacije je pre svega
bio odredivanje hemijskog sastava lako isparljivih komponenata kao i etarskih ulja razli¢itih
biljnih vrsta roda Chaerophyllum L. koje rastu na teritoriji Srbije i Crne Gore. Uporedivanjem
sastava etarskih ulja izolovanih iz razlicitih delova biljke i uzoraka prikupljenih sa razli¢itih
staniSta, ispitivan je uticaj podloge i klimatskih faktora na njihov sastav. Pored toga, ispitana

je bioloska aktivnost kao i moguénost koris¢enja etarskih ulja u hemotaksonomske svrhe.
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2.1. Familija Apiaceae

Familija Apiaceae (ranije poznata pod nazivom Umbelliferae) obuhvata oko 300
rodova sa oko 3000 vrsta rasprostranjenih po Citavoj zemlji, uglavnom na severnoj hemisferi,
u umerenoj klimatskoj zoni. Biljke koje pripadaju ovoj familiji ukljucuju neke vrsta povréa
(Sargarepa, perSun, i celer) i zaCina (korijander, anis, kim, kumin, perSun i mirodija) ¢iji
karakteristican ukus poti¢e uglavnom od prisustva isparljivih jedinjenja koji se nalaze u
plodovima i listovima. Pored povr¢a i za¢ina, ova familija obuhvata i Siroko rasprostranjene
korovske i otrovne biljke, ukljucuju¢i kukutu koja se koristila kao otrov u antickoj Atini za
pogubljenje osudenika na smrti, od kojih je najpoznatija Zrtva ove otrovne biljke bio Sokrat.
U Srbiji je familija Apiaceae zastupljena sa 53 roda i 138 vrsta (Nikoli¢, 1973).

Postoji puno razli¢itih sistema klasifikacije familije Apiaceae, pri ¢emu su ranije
klasifikacije (ukljucujuéi i najuticajniji sistem koji je postavio Drude (1898)) bile zasnovane
uglavnom na Kkarakteristikama ploda (Koch, 1824; de Candolle, 1830; Tausch, 1834;
Bentham, 1867; Drude, 1898; Calestani, 1905; Kozo-Polyansky, 1916). Pored navedenih
klasifikacija koje su se zasnivale na karakteristikama ploda, jedini izuzetak je predstavljala
klasifikacija Cerceau-Larival (1962) koji svoju podelu nije zasnovao na morfologiji ploda ve¢
je istakao znacaj oblika kotiledona i svojstva polena. Pored toga $to su svi ovi sistemi
klasifikacije (zasnovani na morfologiji i anatomiji ploda) koristili gotovo isti skup osobina,
oni su se medusobno prilicno razlikovali zbog toga §to je distribucija ovih osobina u velikoj
meri u neskladu.

Pleme Scandiceae ¢ini 20 rodova sa oko 70-90 vrsta Cija je rasprostranjenost
uglavnom ograni¢ena na jugozapadnu Evroaziju. lako je predloZeno nekoliko razli¢itih
klasifikacija (Tabela 1), postoji opsti dogovor koji rodovi ¢ine jezgro plemena (Anthriscus
Pers., Chaerophyllum L., Grammosciadium DC., Myrrhis Mill., Osmorhiza Raf.,,
Rhabdosciadium Boiss. i Scandix L.), dok je polozaj nekih rodova diskutabilan zbog toga Sto

su neki od njih ranije bili smesteni i u drugim plemenima.
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Tabela 1. Poredenje tradicionalnih sistema klasifikacije plemena Scandiceae

de . . Kozo- Cerceau- Hedge  Pimenov
Rod Candolle Belr;tggm B;);;slzer [;rgl;ie Callgztgnl Polyansky  Larrival Helyg;/;iod i sar., i Leonov
aszo) ~ (1867)  (1872)  (1898)  (1905) 114" (1062 (9D (1987)  (1903)
Scandix L. + + + + + + + + + +

Anthriscus Pers.
Chaerophyllum
L.

Grammosciadium
DC.

Myrrhis Mill.
Geocaryum Coss.

Rhabdosciadium
Boiss.

Myrrhoides Fabr.
Osmorhiza Raf.

Shallerocarpus
DC.

Kozlovia Lipsky

Krasnovia
Schischk.

Balansaea Boiss.
& Reut.

Molopospermum
W.D.J.Kock

Tinguarra Rarl.

Neoconopodium
Pimenov &
Kljuykov

Athamanta L.

Conopodium
W.D.J. Koch

Oreomyrrhis
Endl.

Ptychotis W.D.J.
Koch

Hladnikia Rchb.

+

+

+

+

+

+

+

+

Nasuprot odnosima koji su obuhvaéeni u tradicionalnim klasifikacijama baziranim na

morfologiji i koji se medusobno razlikuju, evolutivni odnosi medu Stitarkama procenjeni na

osnovu razli¢itih tipova molekularnih markera se uglavnom poklapaju. Molekularni pristup

umnogome je doprineo razumevanju evolutivnih odnosa unutar familije Apiaceae (Downie i
Katz-Downie, 1996; Downie i sar., 1996; Plunkett i sar., 1996a; Downie i sar., 1998; Katz-

Downie i sar., 1999; Plunkett i Downie, 1999) sto je dovelo do saznanja da su dve od tri

Drude-ove podfamilije, Saniculoideae i Apioideae, monofiletske i medu sobom srodne grupe,

dok je na osnovu ovih ispitivanja podfamilija Hydrocotiloideae definisana kao polifiletska.

Molekularne filogenetske studije koje potvrduju monofiliju podfamije Apioideae, pokazale su
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da mnoga njena plemena i podplemena nisu monofiletska i da su Scandiceae jedino pleme
koje je izdrzalo test molekularne filogenetike (Downie i sar., 1998).

Na osnovu molekularnih analiza prepoznajemo sedam plemena u okviru podfamilije
Apioideae (Downie i sar., 2000b), pri cemu je pleme Scandiceae Spreng. dalje podeljeno u tri
podplemena: Scandicinae Tausch, Daucinae Dumort i Torilidinae Dumort (Downie i sar.,
2000a). Podpleme Scandicinae obuhvata 16 rodova, sa oko 110 vrsta, od kojih je 7 rodova
monotipsko. Pripadnici Scandicinae se razlikuju prema stanistu, reproduktivnoj strategiji i
zivotnom veku, §to ih ¢ini pogodnom grupom za proucavanje tendencije evolucije. Ekoloski
najraznovrsniji rodovi su Anthriscus Pers. i Chaerophyllum L., ¢iji pripadnici rastu kako u
primarnim (planinskim Sumama, livadama i obroncima) tako i u sekundarnim (ruderalnim)
staniStima. Pripadnici rodova Anthriscus Perrs., Chaerophyllum L. i Osmorhiza Raf., iako su
svi udruzeni na osnovu slicne morfologije i anatomije ploda, razlikuju se po izgledu, i kao
takvi, za svaki od njih je ustanovljen infrageneri¢i takson. Molekularne analize su potvrdile da
je svaki od ovih rodova monofiletski ali one ne podrzavaju njihovu infragenericku podelu
(Downie i sar., 2000a). Ovo ukazuje na to da, uprkos kritikama, morfologija ploda moze biti
izvor taksonomski dragocenih karaktera dok izgled biljke ne moze.

Chaerophyllum L. pripada plemenu Scandiceae i podplemenu Scandicinae.
Tradicionalno se smatralo da se sastoji od 34 vrste koje su rasprostranjene uglavnom u
Evroaziji, pri ¢emu su dve vrste rasprostranjene u Severnoj Americi. Spalik i Downie (2001)
su dali taksonomski okvir za Chaerophyllum L. s.s., podelom roda na Cetiri sekcije na osnovu
morfoloskih i molekulskih podataka (slika 1). Kao $to je ve¢ napomenuto, morfoloske
karakteristike se ¢esto koriste za izvodenje zaklju¢aka 0 odnosima medu vrstama i za njihovu
identifikaciju. Medutim, kao posledica homoplazije, te osobine mogu da dovedu do pogresnih
zakljucaka u determinisanju odnosa. U analizi podplemena Scandicinae, Spalik i Downie
(2001) su pratili 44 razlicite vegetativne i reproduktivne karakteristike na molekularnom
filogenetskom stablu ali nisu uzimali u obzir anatomiju ploda, uprkos tome $to su se ranije
sistematizacije Apiaceae oslanjale upravo na ovim karakteristikama. lako su taksonomski
sistemi bazirani na anatomiji ploda u neskladu sa molekularnim filogenetskim stablom
familije, neke taksonomske grupe opisane pomocu molekularnih podataka imaju dobro
definisane karakteristike ploda (Spalik i Downie, 2001; Spalik i sar., 2001; Liu i sar., 2006;
Calvifio i sar., 2008; Feist i sar., 2012).

Srodnosti u okviru roda Chaerophyllum L. su izvedene u prethodnim filogenetskim

istrazivanjima (Spalik i Downie, 2001; Chung i sar., 2005; Chung, 2007). Medutim, ova
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istrazivanja imaju svoja ogranicenja jer su bila fokusirana na odredenim kladama u okviru
roda ili su ispitivani odnosi u celom podplemenu Scandicinae sa ograni¢enim brojem uzoraka
Chaerophyllum. Najnovije istrazivanje koje su izvr$ili Piwczynski i sar., (2015), (koje je
obuhvatilo skoro sve vrste roda Chaerophyllum L.) je potvrdilo rezultate do kojih su dosli
Spalik i Downie (2001) jer je i nakon dodavanja vrsta, taksonomska podela na cetiri sekcije i
dalje podrzana. Stavise, ovi autori su pretpostavili da ve¢ina vrsta koje nisu bile uklju¢ene u
njihovo istraZzivanje treba da pripada sekciji Chrysocarpum., §to je takode potvrdeno
istrazivanjem Piwczynski i sar. (2015).
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Slika 1. Revidirana infragenericka taksonomija roda Chaerophyllum L. (Apiaceae)
koris¢enjem ribozomske DNK ITS sekvence i anatomije ploda
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2.1.1. Rod Chaerophyllum L.

Botanicke karakteristike vrsta roda Chaerophyllum L. sa podruéja Srbije su preuzete iz
Flore Srbije (Nikoli¢, 1973).

Vrste roda Chaerophyllum L. imaju hermafroditne, muske cvetove Kkoji se nalaze u
slozenom §titu. Zupci na ¢asici su neprimetni, sa kruni¢nim listi¢cima koji su obrnuto srcastog
oblika, na vrhu uvijeni. Plod je linearan ili duguljast, bo¢no spljosten, na vrhu bez Siljka.
Plodi¢i su sa pet zaobljenih, jednakih rebara. Brazde sa pojedina¢nim kanalima sa etarskim
uljem se nalaze na ventralnoj strani dva kanala. Stubi¢i su dugacki (slika 2).

Rod obuhvata oko 40 vrsta rasprostranjenin u Evropi, Aziji i Severnoj Americi, od

kojih u Srbiji raste Sest vrsta.

PENTANDRIE, DIOYNIE Pl am

Chawo }\ln“u mo o wid
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Slika 2. Botanicke karakteristike roda Chaerophyllum L.
http://95.211.55.198/plantillustrations/public_html/ILLUSTRATIONS_full_size /414061.jpg
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2.1.1.1. Chaerophyllum aromaticum L.

Chaerophyllum aromaticum L. je viSegodisnja biljka sa velikim, valjkastim,
horizontalnim rizomom. Stabljika je uspravna, razgranata, Cesto sa crvenim mrljama, u
donjem delu trepljasto dlakava, dok je u gornjem delu obi¢no gola. Moze da dostigne visinu i
do 2 m. Listovi su sivozeleni, 2-3 puta perasto deljeni, goli ili pokriveni kratkim dlakama.
Stitovi su sa 10-20 golih zrakova razli¢ite duzine. Kruniéni listi¢i su beli, obrnuto jajasti,
veli¢ine oko 1 mm. Plod je izduzen, pri osnovi ponekad suzen, veli¢ine 8-15 mm, $irine oko 3
mm (slika 3).

Raste u vlaznim Sumama, po obodima Suma, na proplancima, livadama i pored
potoka.

Slika 3. Chaerophyllum aromaticum L.
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2.1.1.2. Chaerophyllum aureum L.

Chaerophyllum aureum L. je visegodiS$nja biljka sa razgranatim rizomom. Stabljika je
visine 30-130 cm, razgranata, u donjem delu rebrasta, u gornjem prugasta, kod ¢vorova slabo
naduvena, maljava ili gola, pri osnovi ¢ekinjasto dlakava, c¢esto sa crvenkastim pegama.
Listovi su trouglastog oblika, 3-4 puta perasto deljeni, prizemni na dugackim drSkama I
maljavi, dok su gornji sedeéi i najéesée goli. Stitovi su prili¢no veliki, sa 10-15, ili vise golih
zrakova. Kruni¢ni listi¢i beli, obrnuto jajasti i goli. Plod je izduzeno klinastog oblika, gladak,
sa jasno izrazenim rebrima, duzine oko 6-11 mm (slika 4.).

Raste na vlaznim mestima, u Sikarama, na ivicama Suma, obalama reka 1 jezera, kanala

i na livadama.

Slika 4. Chaerophyllum aureum L.



Teorijske osnove

2.1.1.3. Chaerophyllum bulbosum L.

Chaerophyllum bulbosum L. je dvogodisnja ili viSegodiSnja biljka sa krtolasto
zadebljanim korenom. Stabljika je pri osnovi ¢ekinjasto dlakava, u donjem delu ljubicasto
obojena, uspravna, Suplja, razgranata, ispod ¢vorova naduvena, visine od 50-200 cm. Listovi
Su 2-4 puta perasto deljeni, sa izduzenim rukavcem, donji na drSkama, gornji sedeci, obrasli
proredenim dlakama ili goli. Stitovi su sa 15-20 golih zrakova, razli¢ite duzine od 3-7 cm.
Krunicni listi¢i su beli, goli ili rede obrasli proredenim dlakama, obrnuto jajastog oblika, pri
osnovi suzeni. Plod je duzine 5-7 mm, linearno izduzenog ili jajasto cilindri¢nog oblika, pri
vrhu izduZen, izbrazdan, go (slika 5).

Raste po Sikarama, vlaznim Sumama, pored reka i potoka, po njivama, vinogradima,

kamenjarima i pored puteva.

Slika 5. Chaerophyllum bulbosum L.
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2.1.1.4. Chaerophyllum coloratum L.

Chaerophyllum coloratum L. je jednogodiSnja biljka sa uspravnom, izbrazdanom
stabljikom koja je razgranata i naroCito u donjem delu c¢ekinjasto dlakava. Listovi su
trouglasto perasto deljeni, reznjevi u linearne kriske duboko perasto useceni. Involukruma
nema, a listi¢i involuceluma su lancetasti, goli. Kruni¢ni listi¢i su zuti, plod duzine 10-12 mm,

sa 5 razdvojenih rebara (slika 6).

Raste na kamenitim, stenovitim mestima u submediteranskom podrucju.

Slika 6. Chaerophyllum coloratum L.
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2.1.1.5. Chaerophyllum hirsutum L.

Chaerophyllum hirsutum L. je visegodi$nja biljka sa dugackim, ¢lankovitim rizomom
na ¢ijem se gornjem delu nalaze ostaci lisnih drski. Stabljika moze biti visine od 20-120 cm,
delimi¢no polozena ili uspravna, debela, Suplja, sjajna, okrugla, izbrazdana, pokrivena
dlakama ili gola, u gornjem delu razgranata, ispod ¢vorova nije ili je slabo naduvena. Listovi
su trouglasti, 3-4 puta perasto deljeni, najcesce sjajni, po lisnim dr§kama ¢ekinjasto dlakavi,
maljavi ili goli. Donji listovi su na dugackim drskama, dok su gornji najéesce sedeci, sa
rukavcem. Stitovi sa 10-20 golih zrakova sa kruniénim listi¢ima koji mogu biti beli ili
ruzicasti do svetlopurpurne boje, obrnuto jajsti po obodu, manje vise trepljasto dlakavi. Plod
je duzine 6-10 mm, izduzeno kupastog ili linearnog oblika sa peteljkama duzine ploda ili
nesto krace (slika 7).

Raste na zasen¢enim mestima, vlaznim livadama, obalama i pored planinskih potoka.

Slika 7. Chaerophyllum hirsutum L.
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2.1.1.6. Chaerophyllum temulum L.

Chaerophyllum temulum L. je jednogodiSnja ili dvogodi$nja biljka sa belicastim,
vretenastim korenom. Stabljika je uspravna, visine 30-100 cm, okrugla, u gornjem delu
razgranata, Cesto sa ljubiCastim ili tamnocrvenim pegama, pri osnovi pokrivena prili¢no
dugackim dlakama, prema vrhu maljava. Listovi su 2-3 puta perasto deljeni, bledo ili sivo
zeleni, Cesto sa mrkocrnim mrljama, sa obe strane pokriveni poleglim dlakama, donji na
drskama, gornji sedeéi sa izduzenim rukavcem. Reznjevi SU jajastog ili izduzeno jajastog
oblika, tupi, prema osnovi useCeni. Kriske se prema vrhu postepeno smanjuju, nepravilno su
nazubljene, zaobljene, zupci sa kratkom bodljom. Stitovi su sa 6-12 dlakavih zrakova.
Cvetovi su hermafroditni i muski sa nejednakim kruni¢nim listi¢cima koji su beli, goli, do
sredine dvoreznjeviti. Plod je izduZeno valjkastog oblika, duzine 4-7 mm, Sirine 1,2-1,5 mm,

Cesto ljubicasto obojen i gladak (slika 8).

Raste na dubokom zemljistu po njivama, medama, Sikarama i svetlim Sumama.

Slika 8. Chaerophyllum temulum L.
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2.2. Etarska ulja

Etarska ulja, takode poznata kao esencijalna, isparljiva ili eteri¢na ulja, Su specifi¢ni
te¢ni produkti posebnih biljnih ¢elija ili se stvaraju u meduéelijskim prostorima. To Su mirisne
smese lako isparljivih, lipofilnih sastojaka koje se sintetiSu i metaboliSu u sekretornim
strukturama biljaka. Mogu se naéi u razli¢itim biljnim organima (cvetu, plodu, semenu, lis¢u,
stabljici i korenu) gde se proizvode i skladiste u sekretornim strukturama koje se razlikuju po
morfologiji, strukturi, funkciji i distribuciji. Ove specijalizovane strukture smanjuju rizik od
autotoksinosti 1 mogu se naci na povrSini biljnih organa ili unutar biljnih tkiva, na osnovu
Cega se klasifikuju kao spoljasnje ili unutrasnje sekretorne strukture. Unutras$nje sekretorne
strukture obuhvataju sekretorne ¢elije (idioblasti), sekretorne Supljine i sekretorne kanale dok
spoljaSnje obuhvataju Zlezdane trihome (Zlezdane dlake), epidermalne celije 1 osmofore
(Svoboda i Svoboda, 2000). Etarska ulja su zastupljena u jako malim koli¢inama, svega oko
1% ukupne tezine biljke i u zavisnosti od toga iz kog dela biljke se dobijaju, postoje razli¢iti
tipovi ulja iste biljke. Prema podacima Medunarodne organizacije za standardizaciju etarskih
ulja 1 Evropske farmakopeje etarsko ulje se definiSe kao proizvod dobijen iz sirovog biljnog
materijala hidrodestilacijom, destilacijom pomocu pare ili suvom destilacijom, ili pogodnim
mehanickim procesom (citrusno voce - jer su njihovi konstituenti termolabilni i nestabilni, pa
koriS¢enje toplote ili povisenog pritiska dovodi do nastajanja artefakta). Definicija etarskog
ulja iskljucuje druge aromaticne/isparljive proizvode dobijene razli¢itim tehnikama
ekstrahovanja poput ekstrakcije rastvara¢ima, natkriticne ekstrakcije i mikrotalasne
ekstrakcije. U prirodi, etarska ulja igraju veoma vaznu ulogu u odbrani biljaka i
signalizacionim procesima (Bowsher i sar., 2008; Harborne, 1993; Taiz i Zeiger, 2010). Pored
toga, ona takode predstavljaju dragocene prirodne proizvode koji se koriste kao sirovina u
mnogim oblastima, kao Sto su farmaceutska, poljoprivredna, sanitarna, kozmeticka,
parfemska i prehrambena industrija (Buchbauer, 2000).

Etarska ulja obuhvataju isparljiva jedinjenja, terpenoidnog i neterpenoidnog porekla,
sintetisana kroz razliCite biosintetske puteve | sa razli¢itim primarnim metaboli¢kim
prekursorima. Biosinteza terpenoida ukljucuje mevalonatni i1 dezoksiksilulozofosfatni
biosintetski put, dok se fenil-propanoidi formiraju preko Sikimatnog biosintetskog puta (Baser
i Demirci, 2007; Dewick, 2002; Litchenthaler, 1999; Sell, 2010). Etarska ulja se uglavnom
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sastoje iz mono i seskviterpena; fenil-propanoidi su takode ¢esti konstituenti, mada u etarskim
uljima mogu da se nadu i masne kiseline i njihovi estri, a rede, neka azotna i sumporna
jedinjenja (Bakkali i sar., 2008; Baser i Demirci, 2007).

Kod aromati¢nih biljaka, sastav etarskih ulja znacajno varira zbog unutrasnjih (pol,
sezonskih, ontogenetskih i genetskih varijacija) i spoljasnjih (ekoloski i aspekti zivotne
sredine) faktora (Figueiredo i sar., 2008; Taiz i Zeiger, 2010). Genetske varijacije mogu
dovesti do drugacijih metabolickih puteva i, shodno tome, moze do¢i do kvantitativnih i
kvalitativnih varijacija u sastavu etarskog ulja.

Gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom (GC-MS) je jedna od
najpopularnijin tehnika za razdvajanje i identifikaciju slozenih isparljivih jedinjenja. Za
kvantitativnu analizu se obi¢no koristi plameno-jonizacioni detektor, dok su kvadropolni
maseni detektor ili jon-trap detektor potrebni za karakterizaciju konstituenata etarskih ulja
(Baser i Demirci, 2007). Identifikacija jedinjenja se vrSi poredenjem hromatografskih
podataka (npr. Adamsovih retencionih indeksa i eksperimentalno dobijenih retencionih
indeksa) i masenih spektara sa spektrima autenti¢nih uzoraka i referentnim spektrima iz
biblioteke. Uprkos dostignu¢ima u analitickim tehnikama, potpuno razdvajanje i identifikacija
svih jedinjenja isparljive smeSe jo§ uvek ostaje nedostizno zbog velikog broja jedinjenja u
smesi, njihove strukturne sli¢nosti, izomernih oblika, kao i opsega koncentracija jedinjenja
prisutnih u etarskim uljima (Gomes da Silva i sar., 2008). Samim tim, moZe do¢i do toga da u
jednom uzorku postoje dve komponente koje imaju isto retenciono vreme, i u takvim
slucajevima je potrebna potvrda snimanjem uzoraka na dve kolone razli¢itih polarnosti kako
bi se izbegla pogresna identifikacija. Uzimajuéi u obzir da etarska ulja mogu sadrzati i preko
stotinu komponenata, koeluiranje je neizbezno, $to je dovelo i do razvoja novih analiti¢kih
tehnika, kao $to su multidimenzionalna GC (MD-GC), sveobuhvatna dvodimenzionalna GC
(GC-GC) i GC kuplovana sa tandemskom masenom spektrometrijom (GC-MS/MS) (Gomes
da Silva i sar., 2008), a sve u cilju maksimalnog razdvajanja jedinjenja. Osim toga, jedinjenja
sa slicnim masenim spektrima i identinim retencionim indeksima dodatno otezavaju
karakterizaciju etarskih ulja. U ovim slucajevima, treba uzeti u obzir i druge tehnike, poput
GC kuplovane sa Fourier-ovom infracrvenom spektroskopijom (GC-FTIR) i nuklearno-
magnetnom rezonantnom spektroskopijom (GC-NMR) (Gomes da Silva i sar., 2008; Tomi i
sar., 1995).

15



Teorijske osnove

2.2.1. Biosintetski putevi

2.2.1.1. Terpeni

Terpeni nastaju kondenzacijom izoprenskih jedinica (2-metil-1,3-butadien) pa se zbog
toga Cesto nazivaju i izoprenoidi. Prema broju izoprenskih jedinica, terpeni se dele na:
hemiterpene (CsHg), monoterpene (CioHie), seskviterpene (CisHo4), diterpene (CooHs2), itd
Monoterpeni i seskviterpeni su glavna jedinjenja koja se nalaze u etarskim uljima (Bakkali i
sar., 2008), dok visi terpeni takode mogu biti prisutni, ali oni uglavnom ne doprinose mirisu
etarskih ulja (Hunter, 2009).

Biosinteza terpena ukljucuje dva univerzalna prekursora: izopentenil pirofosfat (IPP) i
dimetilalil difosfat (DMAPP). Kod visih biljaka, IPP se biosintetiSe kroz dva biosintetska
puta: mevalonatni put (MVA) (slika 9) i ne-mevalonatni ili deoksiksiluloza fosfatni put (slika
10).
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Slika 9. Mevalonatni biosintetski put
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U mevalonatnom putu, IPP se formira iz mevalonske kiseline koja nastaje
kondenzacijom ostataka 3 acetilkoenzima-A. U ne-mevalonatnom putu, ucestvuju 2C-metil-
D-eritritol-4-fosfat (MEP) 1 1-deoksi-D-ksiluloza-5-fosfat (DOKSP), koji nastaju
kondenzacijom gliceraldehid-fosfata i piruvata (Baser i Demirici, 2007). MVA biosintetski
put se odvija u citoplazmi, sastoji se iz Sest enzimatskih koraka koji dovode do formiranja IPP
I obezbeduje prekursore za biosintezu veéine seskviterpena, dok se ne-mevalonatni
biosintetski put, koji ukljucuje sedam enzima koji kontroliSu formiranje IPP i DMAPP iz
piruvata i D-gliceraldehid 3-fosfata, odvija u hloroplastima pri ¢emu se ovim putem stvaraju
prekursori za nastanak monoterpena, diterpena, karotenoida, tokoferola i prenilnih jedinica
hlorofila (Bouvmeester, 2006). 1z IPP i DMAPP nastaje geranilpirofosfat (GPP), prekursor
monoterpena. Kondenzacijom GPP sa IPP nastaje farnezil difosfat (FPP), prekursor
seskviterpena; kondenzacijom FPP sa IPP nastaje geranil-geranil difosfat koji predstavlja
prekursor fitola, drugih diterpena i karotenoida.

2.2.1.2. Fenil-propanoidi

Fenil-propanoidi su jedinjenja koja sadrze jednu ili viSe Cs-Cz jedinica, gde je Ce
benzenov prsten. Fenil-propanoidi se sintetiSu iz Sikiminske kiseline preko S$ikimatnog
biosintetskog puta, pri ¢emu su njihovi glavni prekursori cimetna kiselina i p-hidroksicimetna
kiselina, koje nastaju iz aromati¢nih aminokiselina fenilalanina i tirozina (Dewick 2002;
Sangwan i sar., 2001). Mnogi fenil-propanoidi koji ulaze u sastav etarskih ulja su fenoli ili

fenol-etri.

2.2.1.3. Etarska ulja roda Chaerophyllum L.

U Tabeli 2 je prikazan pregled literaturnih podataka o hemijskom sastavu etarskih ulja
razli¢itih vrsta roda Chaerophyllum L.
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Tabela 2. Dominantne komponente identifikovane u etarskim uljima roda Chaerophyllum L.

s Geografsko s o Dominantne
Biljna vrsta poreklo Deo biljke %% komponente (%) Referenca
Chaerophyllum Heptakozan (10,1)
aksekiense . Humulen epoksd 11 (7,8) Bager i sar.,
A.Duran & Antalija, Turska Plod 82 (E)-B-Farnezen (6,2) 2000
H.Duman
) y-Terpinen (50,6)
List 98,6 2,6-Dimetil-1,3,5,7-
oktatetraen (12,2)
y-Terpinen (33,8)
Siegenfeld Plod 100 B-Felandren (14,3) .
Agustria ' B-Pinen (14,3) Chizzola, 2009
List 95,5 y-Terpinen (32,0)
p-Cimenen (15,2)
B-Felandren (30,0)
Plod 100 y-Terpinen (21,0)
B-Pinen (17,8)
Chaerc;phyllulin Planina Eta, Nadzemni deo 86,3 (2)-p-Ocimen (24,0) Evergetis i sar.,
aromaticum L. Gréka a-Terpinolen (12,2) 2013
Germakren D (16,4)
. Nadzemni deo 93,1 a-Humulen (11,7) L
Perucac, Tara, L Petrovié i sar.,
. (E)-Kariofilen (10,9)
Srbija o 2017a
956 Viridiflorol (22,2)
Koren , .
Valerianol (5,5)
Sabinen (28,1) Kiirkciioslu i
Riva, Turska Nadzemni deo  99.2 Terpinolen (16,7) ureeuogiu
. sar., 2018
y-Terpinen (16,1)
Planina o 97.9 cis-Ocimen (59,6) Evergetis i sar.,
Smolikas, Gréka Cela biljka trans-Ocimen (8,4) 2015
Kopaonik, . 08,2 endo-Fenhil acetat (37,4)  Kapetanos i sar.,
Srbija Nadzemni deo Kariofilen oksid (15,6) 2008
Suva Planina, : 97.7 Sabinen (31,6)
Srbija Nadzemni deo Terpinen-4-ol (8,6)
Chaerophyllum . 97,9 p-Cimen (25,3) Lakusic i sar.,
aureum L. Kopaonik, Nadzemni deo Sabinen (18,7) 2009
Srbija Plod 98,5 p-Cimen (25,3)
Sabinen (18,7)
. " . 99.1 Sabinen (40,8) Stamenkovi¢ i
Vlasina, Srbija  Nadzemni deo Terpinolen (19.1) sar.. 2016
Chaerophyllum Azorska obala, . 99,1 Terpinolen (28,1) Mendes i sar.,
azoricum Trel. Portugal Nadzemni deo Limonen (9,4) 2009
(E)-B-Farnezen (22,3) .
Iran Nadzemni deo  92.2 (2)-p-Ocimen (18,8) Masozu(;jllll sar.,
Miristicin (17,1)
Mamedova i
Chaerophyllum Azerbejdzan Celabiljka 32,0 Linalol (18,3) Akhmedova,
bulbosum L. 1991
i 99,6 _B-Oci
Sibia Nadzemni deo (E)-B Oc!men (91,5) Stamenkovié i
J Koren 984  (E)-p-Ocimen (385) sar., 2020
Limonen (15,2)
Chaerophyllum Apiol (37,0) .
bulbosum L. ssp. Greka Nadzemnideo 990  3,7,11-Trimetil-1,6,10- St':fglglgzlofggg
bulbosum dodekatrien-3-ol (8,5) '
Sabinen (30,0) N .
Chaerophyllum Bursa, . 94.4 o Kirkgtoglu i
byzantinum Boiss. Turska Nadzemni deo p-Cimen-8-ol (16,0) sar., 2006

Terpinolen (11,5)
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Herceg Novi, Cvet 802 (E)--Farnezen (68.5) Vais f sar. 1095
Crna Gora Plod 95,1 (E)-B-Farnezen (79,2) )
Koren 99,2 Mircen (72,2)
(E)-B-Ocimen (33,6)
Stablo 944 (2)-p-Ocimen (20,4)
coloratum L. . Spatulenol (10,2) .
Bioce, Crna List 92,6 p-Cimen-9-ol (9,5) SteSevié i sar.,
97,5 Terpinolen (17,1)
Cvet p-Cimen (16,5)
Kariofilen oksid (6,9)
Plod 87,0 (2)-B-Farnezen (5,9)
(E)-Pinokarveol (5,6)
a-Terpinolen (20,3) .
Turska Nadzemni deo 98,5 B-Kubeben (9,3) Celill:;f: I2016
Chaerophyllum a-Terpineol (7,2) '
crinitum Boiss. (E)-p-Ocimen (50,5) .
Iran Nadzemni deo  84.3 B-Felandren (8,8) NeSr;ratgtl)Igg H
p-Cimen (7,1) B
Chaerophyllum . .
heldreichii PEIOPONEZ,  Nadzemnideo 942 B_ﬁgf’;gg?eg(lig)g) Evergets
Orph. Ex Boiss. feka '
B-Pinen (22,0)
Plod, 1987 99,2 y-Terpinen (20,2)

a-Fenhil acetat (10,5)
B-Pinen (25,3)
B-Felandren (17,6)
a-Felandren (14,8)

Koren, 1987 100

98,3 B-Pinen (25,2) .
Rhon, Nemacka Plod, 1988 Akorenon B (18,5) Kubeczka i sar.,
96.4 Sabinen (25,9) 1989
List, 1988 ' Akorenon B (9,5)
Chaerophyllum 99,0 Sabinen (58,5)
hirsutum L. Stablo, 1988 Mircen (17,8)
Terpinolen (44,3)
Koren, 1988  98.9 B-Pinen (12,0)
y-Terpinen (10,8)
Kopaonik, . 96,8 Limonen (14,7) Kapetanos i sar.,
Srbija Nadzemni deo Sabinen (13,6) 2008
Cvet 98,8 Akorenon B (44,6)
endo-Fenhil acetat (19,1)
Perucac, Bajina Stablo 95,0 Akorenon B (57,0) Petrovi¢ i sar.,
Basta, Srbija endo-Fenhil acetat (9,8) 2017b
97.3 y-Terpinen (15,8)
Koren Akorenon B (14,2)
Chaerophyllum . B-Felandren (17,6) Lo
libanoticum Boiss. O.?_Tgrlrée’ Plod 98,3 Limonen (15,9) Demlzrgcl); sar
& Kotschy y-Terpinen (9,9)
(E)-p-Ocimen (40,0) Rustaiyan i sar
Iran Nadzemni deo 99,6 Triciklen (19,4) 23602 N
Chaerophyllum 8-3-Karen (18,3)
macrospermum . 99,8 (E)-B-Ocimen (55,9) Sefidkon i
(Spreng.) Fisch Iran Nadzemni deo Terpinolen (9,8) Abdoli, 2005
C.A. Mey (E)-B-Farnezen (27,1) .
Marand, Iran Seme 946  (2)-p-Ocimen (18,8) Razavi i Nejad

p-Cimen (14,3)

Ebrahimi, 2010
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: 99,3 a-Pinen (23,0) Nematollahi i
Teheran, Iran List B-Pinen (17.3) sar., 2005
- 92,0 p-Cimen (39,3) Basger | sar.,
Bitlis, Turska Plod Spatulenol (7.3) 2006
(E)-B-Ocimen (24,9)
Nadzemni deo  99.2 Miristicin (15,7)
Terpinolen (14,2) Shafaghat i sar.,
Khalkhal, Iran Miristicin (39,1) 2008
Koren 96,3 Terpinolen (23,0)
(E)-B-Ocimen (21,9)
98,5 Miristicin (42,5)
Cuet (E)-B-Ocimen (41,0)
Chaerophyllum Lonbar List 971 (Ea?;;?éme?zgsj)'z) Shafaghat,
macropodum (Khalkhal), Iran : ! 2009a
Boiss. (E)-B-Ocimen (24.9)
Stablo 99,3 Miristicin (15,7)
Terpinolen (14,5)
Miristicin (39.2)
Khalkhal, Iran Koren 96,3 Terpinolen (23.1) Sh;é%%igat,
(E)-B-Ocimen (21.9)
(E)-B-Ocimen (24,9)
(Khaﬁﬁgsgr ran List 99,3 Miristicin (15,7) Shafaghat, 2010
’ Terpinolen (14,5)
Cvet 99,4 (E)-B-Farnezen (27,5)
Kagan. Iran (E)-p-Ocimen (20,9) Ebrahimabadi i
’ List 98,3 B-Pinen (13,5) sar.,2010
Spatulenol (10,4)
. 98,7 (E)-B-Ocimen (34,5) Ghannadi i sar.,
Dena, Iran Nadzemni deo (E)-p-Farnezen (11,8) 2011
. (E)-B-Ocimen (35,6) .
TS ey, om S0 @poumess eI
’ y-Terpinen (18,8)
Vidli¢ - Pirot, : 96,8 Sabinen (11,3) Kapetanos i sar.,
Srbija Nadzemni deo B-Bisabolen (5,6) 2008
Cvet 96,8 (ZE)-o-Farnezen (23,4)
(E)-B-Farnezen (9,0)
Stablo (faza 948 Germakren D (38,4)
cvetanja) Fitol (12,4)
Nadzemni deo gg 5 Germakren D (20,1)
u cvetu (Z,E)-a-Farnezen (12,4)
Chaerophyllum Koren (faza 904 (2)-Falkarinol (61,7)
temulum L. . B cvetanja) (E)-y-Bisabolen (9,3) Stamenkovié i
Nis, Srbija
Plod 95,6 Germakren D-4-ol (27,6) sar., 2015
(Z,E)-a-Farnezen (13,4)
Stablo (faza 923 Germakren D (32,5)
plodonosenja) Fitol (11,6)
Nadzemnideo 945 Germakren D (19,7)
u plodu Germakren D-4-ol (18,8)
Koren (faza 912 (2)-Falkarinol (62,3)
plodonosenja) (E)-y-Bisabolen (9,0)
List 98,5 y-Terpinen (74,9) Joshi i Mathela,
Chaeroohvilum p-Cimen (10,0) 2013
. phy Utarakand, Karvakrol metil etar
villosum Wall. ex Indiia (31.1)
DC J Koren 91,5 ’ Joshi, 2013
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2.3. Antioksidativna aktivnost

2.3.1. Oksidativni stres

Oksidativni stres se definiSe kao naruSavanje ravnoteze u celijskim oksido-
redukcionim reakcijama u smeru oksidacije. Kao posledica toga, dolazi do prekomernog
stvaranja slobodnih radikala, narusavanja ravnoteze izmedu stvaranja slobodnih radikala i
mogucnosti neke ¢elije da ih razgradi i rezultuje oSteCenjem celija. Oksidativno ostecenje
moze uticati na strukturu i funkciju brojnih biomolekula (polinezasi¢enih lipida, ugljenih
hidrata, proteina i nukleinskih kiselina) §to u krajnjoj liniji dovodi da promena u strukturi i

funkciji ¢elija, tkiva i organa.

2.3.2. Slobodni radikali

Slobodni radikali su atomi, molekuli ili joni sa nesparenim elektronima u spoljasnjoj
ljusci. Mogu da budu pozitivni, negativni ili bez naelektrisanja. Oni su nestabilni i samim tim
veoma reaktivni, $to je rezultat njihovog nastojanja da popune valentnu orbitalu i time
postignu stabilnu elektronsku konfiguraciju. Biohemijski su najznacajniji:

e reaktivni oblici kiseonika (reactive oxygen species - ROS), $to je zajedni¢ki naziv za
radikale kiseonika (superoksid, hidroksi, peroksid...) kao i reaktivne neradikalske
derivate kiseonika (vodik-peroksid, hipohloritna kiselina, singletni kiseonik...)

e reaktivni oblici azota (reactive nitrogen species - RNS), u koje ubrajamo slobodne
radikale azota (azot(ll)-oksid, azot(IV)-oksid) kao i jedinjenja i molekule kao $to su

peroksinitrit i nitrozil katjon.

2.3.3. Antioksidansi

Antioksidansi su jedinjenja sposobna da odloze ili inhibiraju oksidacione procese koji
se javljaju pod uticajem atmosferskog Kiseonika ili reaktivnih vrsta Kiseonika. Oni su
uklju¢eni u mehanizam odbrane organizma protiv patologija udruzenih sa napadom slobodnih
radikala, ali se koriste i za stabilizaciju polimernih proizvoda (petrohemijskih, prehrambenih,

kozmetickih i1 farmaceutskih proizvoda).
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Postoji vise na¢ina podele antioksidanasa.
e Prema nivou i nadinu delovanja u ljudskom organizmu antioksidansi se dele
na: preventivne, hvatace slobodnih radikala (“Scavenger”) i reparacione (Shi i
sar., 2001).
e Prema rastvorljivosti, antioksidansi se dele na: hidrosolubilne i liposolubilne.
e Prema mestu nastajanja, antioksidansi se dele na: endogene (antioksidansi koji
nastaju u ljudskom organizmu) i egzogene (antioksidansi koji se unose putem

hrane ili lekova).

2.3.4. Mehanizam delovanja antioksidanasa

Antioksidansi male molekulske tezine (LMVAS) (Chevion i sar.,, 2000) su mali
molekuli koji se ¢esto infiltriraju u celije, pri visokim koncentracijama akumuliraju u
posebnim delovima, a zatim se regeneriSu u celijama (Halliwell i Gutteridge, 1989). U
humanim tkivima, ¢elijske LMV As se dobijaju iz razli¢itih izvora. Neki od njih (glutation
(GSH), nikotinamid adenin dinukleotid (redukovani) i karnozin) se sintetiSu u ¢elijama
(Chance i sar., 1979); drugi predstavljaju otpadne produkte ¢elijskog metabolizma (mokra¢na
kiselina i bilirubin) (Ames i sar., 1981; Stocker i sar., 1987) a postoje i antioksidansi koji se u
organizam unose putem hrane (askorbinska kiselina, tokoferol i polifenoli) (Frei i sar., 1989).

Lipidna peroksidacija je oznaCena kao glavni mehanizam ostecenja ¢elija u mnogim
bioloskim sistemima biljnog i Zivotinjskog porekla. Brojne fizicke i hemijske pojave mogu da
iniciraju oksidaciju, koja ide neprekidno u prisustvu odgovarajuceg supstrata, sve do pojave
blokiraju¢eg odbrambenog mehanizma (Antolovic i sar., 2002).

Primarni antioksidansi, ¢ak i kada su prisutni samo u tragovima, prekidaju lan¢anu
reakciju tako $to mogu odloziti ili inhibirati fazu inicijacije reakcijom sa lipidnim radikalom
ili u fazi propagacije, reakcijom sa peroksil ili alkoksil radikalima, pri ¢emu redukuju
slobodan radikal i formiraju radikal antioksidansa koji moze da reaguje mnogo brze sa
molekulom slobodnog radikala od nezasi¢ene masne kiseline (Madhavi i sar., 1996).

Sekundarni ili preventivni antioksidansi su jedinjenja koja usporavaju stepen
oksidacije. Ovo se moze posti¢i uklanjanjem supstrata ili inaktivacijom singletnog kiseonika
(Antolovic i sar., 2002; Frankel i Meyer, 2000).
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2.3.6. Metode odredivanja ukupnog antioksidativnog
kapaciteta

Metode za odredivanje antioksidativne aktivnosti se dele na in vivo i in vitro metode.
Za odredivanje antioksidativne aktivnosti In Vvivo, najeS¢e se meri aktivnost
superoksid dismutaze (SOD), katalaze (CAT) i glutation peroksidaze (GCHPx). Smatra se da
oni ¢ine primarnu antioksidativnu zastitu protiv reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (Ames i sar.,
1993), pa su samim tim nazvani primarni antioksidativni enzimi (Aydin i sar., 2001).
Analiticke metode (in vitro) za odredivanje antioksidativne aktivnosti se dele na:
e Spektrofotometrijske metode;
e Elektrohemijske metode;
e Hromatografske metode (Cesto se primenjuju za detektovanje i razdvajanja
antioksidansa i koriste se pre spektrofotometrijske ili elektrohemijske procene
ukupnog antioksidativnog kapaciteta).

2.3.6.1. Spektrofotometrijske metode

Spektrofotometrijske metode su najeS¢e koriS¢ene metode za odredivanje
antioksidativne aktivnosti i baziraju se na reakciji radikala, radikal katjona ili kompleksa sa

molekulom antioksidansa koji je sposoban da donira atom vodonika.

2.3.6.1.1. DPPH metoda

DPPHe (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) je stabilan slobodni radikal, kod koga zbog
delokalizacije ne dolazi do dimerizacije, kao Sto se dogada kod vecine slobodnih radikala.
Delokalizacija na DPPHe molekulu dovodi do pojave ljubic¢aste boje, sa apsorpcijonim
maksimumom na oko 520 nm. U reakciji izmedu DPPHe i donora vodonika, dolazi do
redukcije DPPHe radikala do Zuto obojenog difenil pikrilhidrazina (DPPH) §to je praceno
nestankom ljubicaste boje. Stoga, smanjenje apsorpcije pokazuje linearnu zavisnost sa
povecanjem koncentracije antioksidansa. Kao standardni antioksidant se koristi Troloks
(Brand-Williams i sar.,1995; Molyneux, 2004; Pisoschi i sar., 2009; Thaipong i sar., 2006).

2.3.6.1.2. ABTS metoda

ABTS Kkatjon radikal (ABTS™) (Marc i sar., 2004) koji apsorbuje na talasnim

duzinama od 414, 645, 734 i 815 nm (dajuci plavicasto-zelenu boju) formira se oksidacijom
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ABTS-a  (2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonska  kiselina))  natrijum-persulfatom
(Na2S20s). U reakciji sa antioksidansima dolazi do obezbojavanja, tj. ABTS™ radikal se
redukuje i vraca u neutralni, bezbojni oblik, odnosno ABTS (Campos i Lissi, 1997). Kao
referentni standard se najceSce koristi 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilna
kiselina (Troloks) a reakcija obezbojavljanja se prati na 734 nm.

2.3.6.1.3. FRAP metoda

FRAP je spektrofotometrijska metoda koja se zasniva na redukciji gvozde-2,4,6-
tripiridil-S-triazin kompleksa - [Fe(11l) - (TPTZ)2]%" u prisustvu antioksidanasa do [Fe(ll) -
(TPTZ)2]** u kiseloj sredini (Benzie i Strain, 1996). Vezivanje Fe?* jona za ligand dovodi do
pojave intenzivno plave (teget) boje. Da bi rastvorljivost gvozda bila dobra, reakcija se odvija
pri pH 3,6. Troloks (Pellegrini i sar., 2003) ili askorbinska kiselina (Mohora, 2006) se koriste
kao referentni standardi.

2.3.6.1.4. CUPRAC metoda

CUPRAC je metoda za odredivanje antioksidativne aktivnosti zasnovana na reakciji
antiokisdanasa sa CUPRAC reagensom, pri ¢emu se meri apsorbancija na 450 nm (Apak i
sar., 2004; Apak i sar., 2007). Standardni antioksidansi ili ekstrakti se pomeSaju sa CuSOs i
neokuproinom. Nakon 30 minuta, apsorpcija se meri na 450 nm. Kod ove metode, Cu(ll) se
redukuje do Cu(l) delovanjem antioksidanasa koji predstavljaju donore elektrona. Kao
referentni standard se najce$¢e Koristi 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilna

kiselina (Troloks).

2.3.7. Antioksidativna aktivnost etarskih ulja vrsta roda
Chaerophyllum L.

Najveci broj dosadasnjih ispitivanja antioksidativne aktivnosti zasnivao se na analizi
ekstrakata, dok se znatno manji broj bavio ispitivanjem antioksidativne aktivnosti etarskih
ulja.

Rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti etarskog ulja nadzemnog dela biljne
vrste C. aromaticum L. pomo¢u DPPH metode su pokazali da etarsko ulje u poredenju sa
standardnim antioksidativnim supstancama posedije izuzetno slab antioksidativni potencijal
(Kiirkg¢iioglu i sar., 2018).
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Antioksidativna aktivnosti etarskog ulja nadzemnog dela C. crinitum je ispitivana
primenom DPPH metode (Hayta i Celikezen, 2016) i dobijeni su rezultati da analizirano
etarsko ulje ne pokazuje antioksidativnu aktivnost.

Demirci i1 sar., (2007) su ispitivali antioksidacioni kapacitet etarskog ulja
Chaerophyllum libanoticum Boiss. i utvrdeno je da ulje ne pokazuje neku znac¢ajnu aktivnost.

Ebrahimabadi i sar., (2010) su ispitivali antioksidativni potencijal etarskih ulja cveta i
lista Chaerophyllum macropodum Boiss, pri ¢emu su rezultati pokazali da etarska ulja
pokazuju umerenu inhibitornu aktivnost.

Joshi i Mathela (2013), su ispitivali antioksidativnu aktivnost i redukcioni potencijal
etarskog ulja izolovanog iz lista Chaerophyllum villosum, a dobijeni su rezultati koji ukazuju

da ispiivano etarsko ulje ima slabu antioksidativnu aktivnost.

2.4. Antimikrobna aktivnost

Re¢ antimikrobni poti¢e od gréke reci anti (protiv), mikros (mali) i bios (zivot) i
odnosi se na sve agense koji deluju protiv mikroba. Ova re¢ nije sinonim za antibiotik, sli¢ni
pojam izveden iz gréke reci anti (protiv) i biotikos (ti¢u Zivota). Striktnom definicijom, re¢
“antibiotik” se odnosi na supstance proizvedene od mikroorganizama koje deluju protiv
drugog mikroorganizma. Stoga, antibiotici u ovom smislu ne obuhvataju antimikrobne
supstance koje su sinteticke, semisinteticke, ili one dobijene iz biljaka ili zivotinja.

Nasuprot tome, termin “antimikrobna”, u Sirem smislu, obuhvata sve sredstva koja
deluju protiv svih vrsta mikroorganizama - bakterija (antibakterijska), virusa (antivirusna),
gljivica (antigljivicna) i1 protozoa (antiprotozoalna).

Antimikrobna je svaka supstanca prirodnog, polusintetickog ili sintetickog porekla
koja ubija ili inhibira rast mikroorganizama, ali uzrokuje malo ili nimalo oStecenja
“domacinu”.

Svi antibiotici su antimikrobna sredstva, ali nisu svi antimikrobi antibiotici.

U poslednjih nekoliko godina, doslo je do sve veceg interesovanja za istrazivanje i
razvoj novih antimikrobnih agenasa iz razli¢itih izvora za borbu protiv mikrobioloske
otpornosti. Zbog toga, sve veca paznja Se posvecuje vrednovanju metoda za odredivanju

antimikrobne aktivnosti.

26



Teorijske osnove

2.4.1. Difuziona metoda odredjivanja antimikrobne aktivnosti

Disk-difuzija je razvijena 1940. godine i predstavlja zvani¢nu metodu koja se koristi u
mnogim klinickim mikrobioloskim laboratorijama za rutinsko ispitivanje antimikrobne
osetljivosti.

Difuziona metoda se izvodi na ¢vrstoj hranljivoj podlozi (agar izliven u Petrijevoj
Solji) na kojoj su bakterije prethodno zasejane. Na podlogu se postavljaju razliite posebno
napravljene tablete ili diskovi od osusenog filter-papira, natopljeni rastvorima antimikrobnih
agenasa ta¢no poznate koncentracije, nakon Cega se vrSi inkubacija u termostatu na
temperaturi od 37°C u trajanju od 24 Casa.

Antimikrobno sredstvo difuzijom prelazi u agar i1 sprecava klijanje i rast testiranih
mikroorganizma. Posle inkubacije, ploc¢e se pregledaju i mere se prec¢nici zona inhibicije rasta.
Sirina zone inhibicije (inhibicioni pre¢nik) srazmerna je stepenu osetljivosti mikroorganizma
na ispitivani uzorak, odnosno antimikrobnom ucinku ispitivanog uzorka. Inhibicija
mikroorganizama ne znaci uvek smrt mikroorganizama, tj. antimikrobni agensi mogu imati
baktericidno (uniStavaju bakterijsku cCeliju) ili bakteriostatsko (spre¢avaju razmnozavanje
bakterija) dejstvo.

Disk difuzija nije prikladna za analiziranje nepolarnih uzoraka koji ne mogu lako da
difunduju kroz agar i to predstavlja osnovno ogranic¢enje ove metode. Antimikrobni potencijal
razli¢itih uzoraka ne moze uvek da se uporedi, uglavnom zbog razlika u fizickim osobinama,
kao $to su rastvorljivost, nestabilnost i difuzne karakteristike u agaru. Pored toga, veli¢ina
zone inhibicije moze biti pod uticajem isparavanja ispitivanog materijala, veli¢ine diska,
koli¢ine jedinjenja nanete na disk, adsorpcije od strane diska, tipa agara, pH i vrste sojeva
mikroorganizama koji se koriste. Glavni nedostatak ove metode je u ¢injenici da ne daje
kvantitivne rezultate, odnosno, ne omoguc¢ava pouzdano odredivanje minimalne inhibitorne
koncentracije (MIC). To je uslovljeno nemogué¢noséu kvantifikacije koli¢ine antimikrobnog
agensa koja je difundovala u agar medijuma. Ipak, kako postoji dobra korelacija izmedu
pre¢nika zone inhibicije rasta i minimalne inhibitorne koncentracije, u nekim sluc¢ajevima je
konstruisanjem prave linearne regresije moguce odrediti pribliznu MIC.

Ipak, disk-difuzioni test nudi mnoge prednosti u odnosu na druge metode:
jednostavnost, nisku cenu, mogucnost testiranja ogromnog broja mikroorganizama i

antimikrobnih agenasa, kao i lako¢u tumacenja dobijenih rezultata.
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Navedene prednosti ove metode, pre svega jednostavnost i niska cena, doprineli su
njenoj Sirokoj upotrebi u antimikrobnom ispitivanju biljnih ekstrakata, etarskih ulja i ostalih

droga.

2.4.2. Antimikrobna aktivnost etarskih ulja vrsta roda
Chaerophyllum L.

Razli¢ita istrazivanja su pokazala da etarska ulja izolovana iz razlicitih vrsta roda
Chaerophyllum L. pokazuju antimikrobnu aktivnost, pri ¢emu mehanizam dejstva jo$ nije
potpuno razjaSnjen, ali se pretpostavlja da ukljucuje oStecenje membrane od strane lipofilnih
jedinjenja.

Antimikrobna aktivnost etarskog ulja nadzemnog dela biljne vrste C. aromaticum L. je
ispitivana koris¢enjam mikrodilucionog testa (Kiirkgtioglu i sar., 2018) gde je ispitivan uzorak
pokazao umerenu antimikrobnu aktivnost prema Staphylococcus sojevima (S. aureus i S.
epidermidis).

Rezultati antimikrobne aktivnosti etarskih ulja izolovanih iz biljne vrste C. aureum,
dobijeni u ispitivanju koje su vrsili Lakusi¢ i saradnici (2009) su pokazali da ispitivani uzorci
imaju antimikrobno dejstvo razli¢itog stepena protiv testiranih bakterija, uz izuzetak bakterije
Pseudomonas aeruginosa. Najve¢u antimikrobnu aktivnost su pokazali prema Gram-
pozitivnim bakterijama S. aureus, S. epidermidis i M. luteus, a od Gram-negativnih sojeva, E.
coli je bila najosetljivija.

Ispitivanjem bioloske aktivnosti etarskog ulja nadzemnog dela biljne vrste
Chaerophyllum bulbosum L. iz Irana dobijeni su rezultati koji ukazuju na to da etarsko ulje
pokazuje jaku baktericidnu aktivnost protiv Gram-pozitivnim bakterijama (Staphylococcus
aureus, Bacillus anthracis i Streptococcus pyogenes), umerenu inhibitornu aktivnost prema
Escherichia coli, dok prema Klebsiella pneumonia i Pseudomonas aeruginosa ispitivano
etarsko ulje nije pokazalo nikakvu aktivnost (Masoudi i sar., 2011).

Kiirk¢tioglu i sar., (2006) su testirali etarsko ulje Chaerophyllum byzantinum Boiss. na
pet vrsta Candida i dva soja Candida albicans pri ¢emu je ulje pokazalo dobru do umerenu
aktivnost.

Etarsko ulje izolovano iz nadzemnog dela biljne vrste C. crinitum je testirano na deset
razlicitih sojeva mikroorganizama u cilju odredivanja antimikrobnog potencijala ispitivanog
ulja (Hayta i Celikezen, 2016). Etarsko lje je pokazalo umerenu aktivnost prema sest od deset

ispitivanih bakterija.
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Demirci i sar., (2007) su ispitivali antimikrobnu aktivnost etarskog ulja
Chaerophyllum libanoticum Boiss. et Kotschy korisé¢enjem mikrodilucionog testa. Rezultati
su pokazali da ispitivano ulje pokazuje umerenu antimikrobnu aktivnost, pri ¢emu su
minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) varirale izmedu 0,25 1 0,5 mg/ml.

Ali Shafaghat (2009) je ispitivao antibakterijsku aktivnost etarskih ulja izolovanih iz
cveta, lista i stabla Chaerophyllum macropodum Boiss iz Irana. U ovom istrazivanju za
ispitivanje antibakterijske aktivnosti ulja na sojeve Staphylococcus aureus, Salmonella tiphi i
Escherichia coli je koris¢ena mikrodiluciona metoda. Rezultati su pokazali da sva tri ulja
pokazuju aktivnost protiv E. coli i Salmonella tiphi, dok je Staphylococcus aureus bio
rezistentan.

Rezultati dobijeni u istrazivanju koje su izvrsili Ebrahimabadi i sar., (2010), a u kojem
su ispitivana etarska ulja i listova i cvetova C. macropodum u cilju procene njihovog
antimikrobnog potencijala, su pokazali da etarska ulja pokazala znacajnu antimikrobnu

aktivnost u odnosu na vecinu testiranih mikroorganizama.

2.5. Instrumentalne metode

2.5.1. Gasna hromatografija

Gasna hromatografija je pojam koji se koristi za opisivanje grupe analitickih tehnika
razdvajanja za analizu isparljivih komponenti u gasnoj fazi. Kod gasne hromatografije,
komponente uzorka su rastvorene u isparljivom rastvaracu radi razdvajanja analita
distribucijom uzorka izmedu dve faze: stacionarne i mobilne faze. Mobilna faza je hemijski
inertan gas koji sluzi kao nosa¢ molekula analita preko zagrejane kolone. Gasna
hromatografija predstavlja jedinstven oblik hromatografije kod kojeg mobilna faza ne
interaguje sa analitom. Stacionarna faza moze biti ¢vrst adsorbent (gas-solid chromatography
(GSQ)), ili te¢nost na inertnom nosacu (gas-liquid chromatography (GLC)).

Od svih vrsta gasne hromatografije, gasno-te¢na hromatografija je najesce koris¢ena
metoda za razdvajanje organskih jedinjenja, a kombinacija gasne hromatografije i masene

spektrometrije predstavlja neprocenjiv alat u identifikaciji molekula.
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2.5.1.1. Gasni hromatograf

Osnovne komponente veéine gasnih hromatografa su: cilindar sa nose¢im gasom,
regulator pritiska gasa, meraé¢ protoka gasa, injektor, gasnohromatografska kolona, termostati,

detektor, racunar za obradu podataka i Stampac.

Uzorak

Regulator Injektor

protoka

N\

Detektor

Kompjuter

Q Kolona _|_

Izlaz

Pecnica

Noseci gas

Slika 11. Sema gasnog hromatografa
(https://bitesizebio.com/28687/carrying-gas-chromatography/)

2.5.1.1.1. Noseci gas

Nose¢i gas mora da bude inertan (ne sme da reaguje sa analitom i sa bilo kojim
komponentama gasnohromatografskog sistema), da bude visoke ¢isto¢e i da nije toksican.
Kao noseci gas se najcesce koriste helijum, azot, argon i vodonik, mada izbor pre svega zavisi

od vrste detektora koji se koristi.

2.5.1.1.2. Injektori

U zavisnosti od toga u kom je agregatnom stanju uzorak, postoje razli¢ite vrste
injektora. Tecni uzorci se unose pomoc¢u mikro$priceva koji mogu imati zapreminu od 1-100
ul, dok se gasoviti uzorci unose pomocu specijalnih ventila za uzorkovanje. U injektoru se
uzorak prevodi u gasovito stanje, pa samim tim on mora biti zagrejan na temperaturu koja je
potrebna za potpuno isparavanje uzorka. Za analizu veceg broja uzoraka, koriste se
autosempleri - uredaji za automatsko injektovanje. Kao ispariva¢ koristi se lajner koji se
zagreva na nesto viSu temperaturu od proseéne tacke kljucanja komponenti koje se analiziraju.
Na jednom kraju isparivaca nalazi se zaptiva¢ (septum), kroz koji se pomoc¢u mikrosprica
unosi uzorak, dok je drugi kraj isparivaca direktno povezan sa kolonom. Kada se injektuje

teCnost, ona isparava, meSa se sa nose¢im gasom i odlazi na kolonu u roku od nekoliko
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sekundi. Razli¢ita fizicka i hemijska svojstva uzoraka, tehnika ubrizgavanja, injektovana
zapremina, brzina protoka gasa i temperatura inleta, podrazumevaju upotrebu razli¢itih
lajnera, a sve to u cilju $to efikasnijeg prenosa uzorka iz te¢ne faze na glavu kolone. Pri izboru
odgovarajuéeg lajnera treba voditi raCuna o zapremini para koja ¢e se proizvoditi
isparavanjem uzorka. Kada se uzorak uvodi u zagrejani lajner, njegova zapremina ¢e se U
velikoj meri povecati tokom isparavanja. To koliko ¢e se zapremina povecati, zavisi od
rastvara¢a koji je koriS¢en za rastvaranje uzorka, od temperature inleta i pritiska unutar
lajnera. Kapilarne kolone imaju mnogo manji kapacitet od pakovanih i za unoSenje uzorka u
takve kolone je neophodan i poseban split lajler, koji ima moguénost da radi u dva rezima, sa
razdvajanjem ili bez razdvajanja protoka (split ili splitless). Kod split rezima, nose¢i gas ulazi
u lajner, gde se mesa sa parama isparenog uzorka. Nakon ulaska u ispariva¢ i meSanja sa
uzorkom, jedan deo noseceg gasa zajedno sa uzorkom, izlazi kroz razdelni (split) ventil, a
drugi ulazi u kolonu. Split odnos se odreduje uz pomo¢ softvera. Splitless rezim podrazumeva
ubrizgavanje uzorka dok je split ventil zatvoren. Pored njih, danas su u upotrebi i injektori
koji se mogu zagrevati ili hladiti po zadatom tempraturnom rezimu, takozvani PTV injektori

(Programmable-temperature vaporizing injectors).

2.5.1.1.3. Kolone

Kolona predstavlja najvazniji deo gasnog hromatografa. Postoje dve vrste kolona:
pakovane kolone i kapilarne kolone.

Pakovane kolone su obi¢no od nerdajuceg ¢elika ili stakla punjene inertnim i stabilnim
poroznim nosac¢em na kome stacionarna faza moze biti impregnirana ili hemijski vezana.

Kapilarne kolone se sastoje od kapilarnih cevi ¢ija je unutrasnjost oblozena
stacionarnom fazom. Kapilarne kolone su obi¢no napravljene od stopljenog silicijum-dioksida
najviSe CistoCe, dobijenog sagorevanjem tetrahlorosilana (SiCls) u atmosferi bogatoj
kiseonikom. Stopljeni silicijum-dioksid je lako lomljiv i tesko se savija, pa se fleksibilnost
kolone postize tako $to se spoljasnji zid kolone oblaze poliamidom ili tankim aluminijumskim
filmom. Kolone se namotavaju oko metalnog nosaca koji sprecava da dode do njihovog
mehanic¢kog oStecenja tokom namotavanja. Unutrasnjost kolone je prekrivena tankim filmom
teCne stacionarne faze.

Izbor stacionarne faze je najvazniji korak prilikom odabira kolone i zasnovan je na
opStem hemijskom principu ,,sliéno se u slicnom rastvara®, $to se odnosi na specificne

interakcije izmedu analita i stacionarne faze na odgovarajucoj koloni. Razlikuju se:
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* Nepolarne GC kolone - kolone sa najmanje selektivnim GC stacionarnim fazama.
Obi¢no se koriste za razdvajanje nepolarnih jedinjenja (poput alkana) pri ¢emu redosled
eluiranja obi¢no prati tacke kljucanja analita.

» Srednje polarne GC kolone - kolone sa stacionarnim fazama koje ukljucuju i
nepolarne i polarne elemente. Stoga se obi¢no koriste za obezbedivanje alternativne
selektivnosti nepolarnim i polarnim kolonama.

* Polarne GC kolone - kolone kod kojih je polarna stacionarna faza najéesce polietilen
glikol i njegove modifikacije. Ove kolone se obi¢no koriste za odvajanje polarnih analita (kao
Sto su alkoholi, amini, karboksilne kiseline, dioli, estri, etri, ketoni i tioli).

* Visoko polarne GC kolone - kolone sa veoma selektivnom stacionarnom fazom, koja
obi¢no sadrzi visok procenat cijanopropil funkcionalnih grupa. Obi¢no se koriste za analizu
polarizujuéih jedinjenja (poput alkena, alkina i aromati¢nih ugljovodonika).

* Izuzetno polarne GC kolone - kolone sa najselektivnijom GC stacionarnom fazom.

Obicno se koriste za obezbedivanje alternativne selektivnosti polarizabilnih jedinjenja.

2.5.1.1.4. Detektori u gasnoj hromatografiji

Postoji vise vrsta detektora koji se koriste u gasnoj hromatografiji. Neki su
univerzalni, a neki su osetljivi samo na pojedine komponente. Najc¢es¢e koris¢eni detektori u
GC analizi su:

Termoprovodljivi detektor

Termoprovodljivi detektor predstavlja univerzalni detektor koji radi na principu
elektri¢no zagrevane zice oko koje struji noseci gas. Kada su jacina struje i protok konstantni,
izmedu zice i gasa uspostavlja se termicka ravnoteza: proizvedena toplota jednaka je toploti
koju odvodi nosec¢i gas i temperatura zice zadrzava konstantnu vrednost koja, izmedu ostalog,
zavisi 1 od termicke provodljivosti gasa. Ako se zbog prisustva strane komponente promeni
termi¢ka provodljivost noseCeg gasa, uspostavie se novo ravnotezno stanje i drugacija
temperatura zice. U svojoj prakti¢noj realizaciji katarometar predstavlja masivni metalni blok
sa dve protoc¢ne ¢elije u kojima su smestena dva identi¢na metalna filamenta ili dva identi¢na
termistora - poluprovodnicka otpornika sa visokim termi¢kim koeficijentom elektricnog
otpora. Ti elementi ¢ine dve grane Wheatstoneovog mosta — uredaja, pomocu koga se mogu

uporedivati njihove elektri¢ne otpornosti.
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Pre ulaska u kolonu nosec¢i gas proti¢e kroz referentnu celiju, a kroz drugu (radnu)
¢eliju proti¢e nakon izlaska iz kolone. PocCetna identi¢nost uslova u obe celije znaci i
elektri¢nu ravnotezu filamenata - detektor ne daje signal. Kada se, pak, u eluentu iz kolone
nade komponenta, termicka provodljivost nosefeg gasa se menja, Sto izaziva promenu
temperature elektrootpornog elementa u radnoj ¢eliji i poremecaj elektriéne ravnoteze izmedu
filamenata, koju detektor registruje.

Konduktometrijski detektor je univerzalnog tipa. PoSto je za njegovu osetljivost
veoma znacajno da se termicka provodljivost noseéeg gasa Sto vise razlikuje od termicke
provodljivosti komponenata, noseéi gas je obi¢no vodonik ili helijum. On spada u
nedestruktivne detektore, Sto znaci da se posle izlaska iz njega komponente mogu sakupljati i
dalje analizirati drugim metodama. Odgovor katarometra proporcionalan je koncentraciji
komponente u nose¢em gasu tako da se za dobijanje podatka o apsolutnoj masenoj koli¢ini
komponente mora ta¢no poznavati veliCina protoka noseceg gasa.

Plameno-jonizacioni detektor (flame ionization detector, FID)

Ovaj detektor se sastoji od dve elektrode, izmedu kojih gori kiseoni¢no-vodoni¢ni
plamen. Izmedu elektroda priklju¢enih na jednosmerni napon (150-300 V) protice slaba
elektri¢na struja zbog prisustva male koli¢ine jona u plamenu. U gorivu smesu kontinuirano
se uvodi nose¢i gas iz kolone. Kada u plamen sa nose¢im gasom dospe neko organsko
jedinjenje, ono naglo sagoreva u visSku kiseonika, pri ¢emu se stvori veliki broj jona i struja
izmedu elektroda naglo poraste.

Odgovor detektora proporcionalan je broju neoksidovanih ugljenikovih atoma, §to
znaci da se detektor moZe primeniti za detektovanje gotovo svih organskih jedinjenja, pri
¢emu je za kvantitativan rad potrebna kalibracija uz standarde. Neorganski gasovi, voda,
ugljendisulfid i ugljenoksisulfid ne izazivaju odgovor detektora, tako da je ugljendisulfid
pogodan rastvara¢ za unoSenje uzorka u kolonu.

Za razliku od katarometra, odgovor ovog detektora nije proporcionalan koncentraciji,
ve¢ apsolutnoj masenoj koli¢ini komponente i stoga ne zavisi od protoka noseceg gasa.
Upotreba ovog detektora je veoma cesta u praksi. Buduci da je destruktivan, ako je potrebno
prikupljanje komponenata iza kolone, primenjuje se razdvajanje toka noseceg gasa (obi¢no u

odnosu 1:10) pri ¢emu manji deo ide u detektor, a veci u kolektor frakcija.

33



Teorijske osnove

Detektor elektronskog zahvata (electron capture, EC)

Ovaj detektor sadrzi izvor B-zraenja na unutrasnjem zidu kuéista kroz koje se
propusta noseci gas iz kolone. Zracenje jonizuje molekule komponenata, zbog ¢ega se izmedu
pozitivne elektrode i negativno naelektrisanog kucista detektora javlja elektri¢na struja. Izvor
B-zradenja je obi¢no titanijumska folija na kojoj je adsorbovan radioaktivni tricijum °H ili
folija radioaktivnog izotopa ®Ni. Oba izvora su &isti B-izra¢ivaci, §to pri radu omoguéuje laku
zaStitu od radioaktivnosti. Kao noseci gas za ovaj detektor koristi se azot ili argon sa 10%
metana. Osetljivost detektora na organske molekule zavisi od njihovog efektivnog preseka za
jonizaciju, pa se stoga on uglavnom koristi za detekciju halogenih jedinjenja, narocito

pesticida. Ovo je detektor nedestruktivnog tipa.

2.5.1.2. Headspace tehnika

Medu savremenim tehnikama analize lako isparljivih komponenti treba spomenutu
headspace tehniku gasne hromatografije (HGC). Headspace tehnika ima znacajnu primenu u
odredivanju isparljivih komponenti u heterogenim uzorcima kod kojih je nemoguce
uobi¢ajeno injektiranje (polimeri, ¢vrsti uzorci ili jako viskozne te¢nosti). Umesto dugotrajne
i skupe pripreme uzorka, ovde se gasnom ekstrakcijom u sistem unose samo lako isparljive
komponente, dok neisparljivi deo uzorka ostaje nepromenjen. Sistem injektiranja se bazira na
Cinjenici da su pritisci na pocetku kolone i u prostoru sa uzorkom jednaki. U trenutku
injektiranja, prekida se dovod noseceg gasa, pa gasovita faza uzorka iz bocice, zbog nastalog
podpritiska, ulazi u kolonu. Uzorak, koji se nalazi u bo¢ici (headspace vijali) u posebnom delu
uredaja, zagreva Se neposredno pre analize na programiranu temperaturu, u odredenom
vremenskom intervalu. Ova tehnika zahteva od operatera iskustvo u programiranju metode, tj.
precizno odredivanje uslova (temperature, vreme zagrevanja i dr.) prema poznatim svojstvima
uzorka. Nedovoljnim vremenom zagrevanja ne bi se postigla ravnoteza izmedu gasne i te¢ne
faze, dok predugo vreme moze dovesti do termic¢ke degradacije uzorka.

Posebna pogodnost HGC tehnike je moguénost viSestruke gasne ekstrakcije, MHE

(multiple headspace extraction).

2.5.2. Masena spektrometrija

Osnovni princip masene spektrometrije je generisanje jona iz organskih i neorganskih
jedinjenja bilo kojom pogodnom metodom, razdvajanje ovih jona na osnovu odnosa mase |

naelektrisanja (m/z), i kvalitativna i kvantitativna detekcija na osnovu njihovih m/z vrednosti i
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zastupljenosti (abundance). Analit se moZe jonizovani termalno, elektri¢nim poljem ili pod
uticajem energetskih elektrona, jona ili fotona. Razdvajanje jona se vrsi pod uticajem statickih
ili dinamickih elektri¢nih ili magnetnih polja. Do jonizacije uzorka moze do¢i ne samo pod
uticajem elektrona, ve¢ i (atomskih) jona ili fotona, energetskih neutralih atoma i atoma u

pobudenom energetskom stanju.

2.5.2.1. Maseni spektrometar

U masenoj spektrometriji mogu da se primene sve vrste tehnika kojima se postize
jonizacija, razdvajanje i detekcija jona u gasnoj fazi. Maseni spektrometar se sastoji od
sistema za unoSenje uzorka (veza GC-MS), jonskog izvora, masenog analizatora, detektora i
kompjutera, pri ¢emu jonski izvor, maseni analizator i detektor rade pod uslovima visokog
vakuma. Za razliku od drugih spektroskopskih metoda kao $§to su naklearno-magnetna
rezonanca (NMR), infracrvena (IR) ili Ramanska spektroskopija koje ne dovode do
strukturnih promena uzoraka, masena spektroskopija je destruktivna - ona trosi analit. Ovo je
posledica postupka jonizacije i translatornog kretanja kroz maseni analizator do detektora u
toku trajanja analize. lako se neki uzorci troSe, ona se jo§ uvek smatra kao prakti¢no
nedestruktivna, posto je koli¢ina analita koja je potrebna za analizu u opsegu nekoliko
mikrograma ili ¢ak nekoliko reda veliCine nize. Izuzetno mali utroSak analita ¢ini ovu metodu
metodom izbora u sluajevima kada ve¢ina drugih analitickih tehnika zakaze jer nisu u stanju
da daju analiticke informacije kada se radi sa nanogramskim koli¢inama uzorka.

Prvi korak pri analizi molekula je njihova jonizacija u jonizatoru. Obzirom na to da je
ve¢ina jonizatora dizajnirana za rad sa gasovima, molekuli se prevode u gasovito stanje.
Nastali joni se provode kroz analizator koji razdvaja jone u prostoru i/ili vremenu. Iz

analizatora, joni idu na detektor gde proizvode elektri¢ni signal koji se moze registrovati.

2.5.2.1.1. Jonski izvor

Jonski izvor je deo masenog spektrometra u kojem se molekuli prevode u jone. Proces
jonizacije obi¢no ukljucuje dovodenje energije molekulu, pri ¢emu se izbacuje jedan ili vise
elektrona. Pri tom procesu moze do¢i i do fragmentacije molekula u dva ili vise fragmenta.
Fragmentacija je Cesto pozeljna jer pojava fragmenata u spektru ukazuje na to od kakvih je
delova sastavljen ispitivani molekul. Spajanjem pojedinih fragmenata moze se dobiti struktura
molekula.

Uobicajene jonizacione tehnike koje se danas koriste su:

1) Jonizacija elektronima (EI - electron ionization)
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2) Hemijska jonizacija (Cl - chemical ionization)
3) Bombardovanje brzim atomima i (FAB - fast atom bombardment)
4) Jonizacija potpomognuta laserskom desorpcijom iz matriksa (MALDI - Matrix

Assisted Laser Desorption lonization)

2.5.2.1.2. Maseni analizator

Maseni analizator je uredaj koji razdvaja jone nastale u jonskom izvoru na osnovu
njihovog m/z odnosa.

Maseni analizatori se dele na kontinualne i pulsne. U kontinualne spadaju kvadrupolni
I magnetni, a u pulsne jon trap analizator, analizator na bazi vremena preletanja, sa
dvostrukim fokusiranjem i drugi.

Kvadrupolni analizator se sastoji od Cetiri medusobno paralelne elektrode, kojima se
saopStava osnovni potencijal. Osnovni potencijal dve susedne elektrode je istog inteziteta, ali
razli¢itog predznaka. Joni se propustaju izmedu cCetiri elektrode na koje je prikljucen izvor
naizmenicne struje. Dok prolaze kroz analizator, joni se filtriranju na osnovu m/z vrednosti,
tako da samo pojedini bivaju propusteni jer imaju stabilnu putanju dok su ostali razelektrisani
na elektrodama.

Magnetni analizator se sastoji od magneta izmedu ¢ijih polova prolaze joni. Joni se
takode razdvajaju na 0snovu m/z odnosa, ali u ovom slu¢aju primenom magnetnog polja.

Princip rada TOF analizatora (analizator na bazi vremena preletanja) se temelji na
¢injenici da brzina jona zavisi od mase jona. Svi joni koji ulaze u analizator imaju razli¢itu
brzinu koja zavisi od njihove mase; manji joni imaju ve¢u brzinu i obratno. Razdvajanje jona
se vr$i u odnosu na brzinu jona koji dolaze na detektor u razli¢itim vremenima. Analizatori
TOF mogu imati ugradeno jonsko ogledalo (Reflectorn ion mirror), koje omoguc¢ava da joni
istih masa, a razli¢itih kKinetickih energija (Ex) stignu u isto vreme do detektora.

Jonski trap je maseni analizator koji se ponasa kao trodimenzionalni kvadrupol.
Sastoji se od jedne prstenaste i dve tanjiraste elektrode koje zatvaraju prsten sa donje i gornje
strane, stvarajuci tako komoru u kojoj su “zarobljeni” joni razli¢itih masa. Joni se unutar
komore krecu stabilnim trodimenzionalnim putanjama koje treba da su $to manje do trenutka
kada jon treba da napusti komoru. Ovo se postize prisustvom gasa helijuma u komori pod
visokim vakumom koji stabilizuje jone. Promenom napona na prstenastoj elektrodi putanja
jona odredene mase se destabilizuje i oni bivaju izbaCeni ka detektoru. Prednost ovog
analizatora je jednostavnost, brzina, otpornost na visoke pritiske i mogu¢nost detekcije svih

jona iz uzorka (visoka transmisiona efikasnost), a nedostatak mu je relativno niska rezolucija.
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2.5.2.1.3. Detektori

Kada se jonske vrste razdvoje u masenom analizatoru potrebno ih je kvalitativno i
kvantitativno odrediti. Detekcija se naj¢eSée izvodi elektricnim putem, tako Sto se meri
abundanca - ukupna jonska struja.

Fragmenti koji “prezive” putovanje kroz analizator snimaju se u elektronskom
multiplikatoru - GC-MS detektoru koji detektuje svaki jon izabrane mase koji prolazi kroz
kvadrupol analizatora. Elektronski multiplikator koristi proces poznat kao emisija
sekundarnih elektrona. Kada joni udare u unutrasnje povrSine, emituju se sekundarni
elektroni. Ovi elektroni se tada ubrzavaju elektricnim poljem, koje nastaje primenom
odgovaraju¢eg napona na povrsinu cevi. Elektricno polje primorava emitovane elektrone da
udare u zid, a ovi elektroni, kao i joni, takode uzrokuju emisiju elektrona. Proces se nastavlja
sve dok ne bude emitovano dovoljno elektrona da se stvori merljiva struja. PoSto se ovim
procesom troSe elektroni, potrebno je vreme da se zid cevi “oporavi”. Vremenski period
oporavka je poznat kao mrtvo vreme (dead time). Stvaranjem velikog broja elektrona,
elektron multiplikator pojacava signal koji je prvobitno poslat detektoru. GC-MS koristi dva
elektron multiplikatora - jedan koji radi u rezimu visoke osetljivosti, a drugi u rezimu niske

osetljivosti.

2.5.2.2. Maseni spektar

Maseni spektar je dvodimenzionalni prikaz gde je na ordinati prikazan intenzitet struje
pojedina¢nih jona (abundance) u odnosu na m/z vrednosti (apscisa). Polozaj pika, kako se
signali obi¢no nazivaju, predstavlja m/z jona koji je nastao iz analita u jonskom izvoru.
Intenzitet pika je u korelaciji sa zastupljenos¢u jona. Maseni spektri uobicajeno sadrze sledece
vrste jona:

1) Molekulski joni, ¢ija masa predstavlja molekulsku masu jedinjenja koje se ispituje;

2) Fragmentni joni, nastali usled raskidanja pojedinih veza u molekulskom jonu;

3) Preuredeni joni, nastali premestanjem jednog ili grupe atoma iz jednog u drugi jon;

4) Metastabilni joni, (pikovi su im razvuéeni i slabog inteziteta).

Najintenzivniji pik u masenom spektru se naziva osnovni pik. U veéini predstavljanja
maseno-spektralnih podataka, intenzitet osnovnog pika je normalizovan na 100% relativnog
intenziteta sto u velikoj meri olakSava uporedivanje masenih spektara. Normalizacija se moze
uraditi jer su relativni intenziteti u osnovi nezavisni od apsolutnih intenziteta jona

registrovanih u detektoru.
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2.5.2.2.1. Jonski hromatogrami

U gasnim i teCnim hromatografima komponente smese se eluiraju na razliitim
retencionim vremenima sa hromatografske kolone. Kada se maseni spektrometar koristi kao
hromatografski detektor (GC-MS i LC-MS), njen izlaz mora nekako predstaviti hromatogram
koji bi inace bio dobijen sa drugim hromatografskim detektorima (FID, TCD, UV).
Hromatogram kao proizvod masenog spektrometra se sastoji od velikog skupa uzastopno
dobijenih masenih spektara, od kojih svaki sadrzi spektralne podatke eluiranih vrsta, tj. svaka
komponenta se moze identifikovati na osnovu njegovog masenog Spektra. Maseni
hromatogrami koji predstavljaju intenzitete jona u funkciji retencionog vremena se nazivaju
jonski hromatogrami.

Tehnike snimanja masenih spektara

Postoje dva nacina prikupljanja podataka tokom MS analize:

1) SCAN — podrazumeva snimanje kompletnog masenog spektra;

2) SIM (Selected ion monitoring) — prate se samo odabrani joni.

SCAN tehnika podrazumeva skeniranje mase u zadatom opsegu uz istovremeno
pracenje retencionog vremena. Ovo omogucava identifikaciju analita. Totalni jonski
hromatogram (TIC) predstavlja grafik zavisnosti ukupnih jonskih struja fragmenata razli¢itih
m/z vrednosti, sabranih tokom analize u zavisnosti od vremena. 1z njega se dobijaju podaci o
kvalitetu (retenciona vremena) i kvantitetu (povrsina pika). Svaka tacka u TIC predstavlja zbir
abundanci svih detektovanih jona.

SIM tehnika se koristi u kvantitativnim odredivanjima. SIM tehnikom detektuju se
samo m/z vrednosti reprezentativnih jona posmatranog molekula. Ovom tehnikom osetljivost
se povecava od 100 do 1000 puta. Karakteristi¢ni joni, vreme pocetka snimanja (start time) i
vreme pracenja jona (dwell time) biraju se na osnovu podataka dobijenih pomoéu SCAN
tehnike.

2.5.3. GC-MS/MS

Gasna hromatografija kuplovana sa tandemskom masenom spektrometrijom (GC-
MS/MS) se koristi za razdvajanje organskih jedinjenja u smesi. To je moc¢na analiticka
tehnika koja obezbeduje detekciju ciljnih jedinjenja prisutnih u tragovima u kompleksnim
matriksima. Ova analiza moze da pruzi dodatne informacije neophodne za potvrdu

identifikacije, kada sama GC-MS analiza nije dovoljna. MS/MS je visoko selektivha masena
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spektrometrijska tehnika, pri ¢emu se ciljni analiti detektuju bez obzira na matricu uzorka ili
koeliraju¢e smetnje. U mnogim sluc¢ajevima primenom GC-MS/MS tehnike moguce je
prakticno eliminisati matriks. GC-MS/MS je idealna analiticka tehnika za analizu
kompleksnih uzoraka kao §to su uzorci iz zivotne sredine, pesticidi u hrani, metaboliti lekova,
ostaci lekova u bioloskim te¢nostima i drugi forenzicki tragovi.

Posle razdvajanja pomoc¢u gasne hromatografije, MS/MS funkcionise tako Sto Se prvo
izaberu ciljni (target) joni tokom prve faze MS/MS analize, koja razdvaja jone od hemijske
pozadine ili matriksa. Ovi odabrani tzv. “prekursor joni” se zatim Salju na dalju fragmentaciju
sudaranjem sa molekulima azota. Dobijeni jedinstveni jonski spektar proizvoda obezbeduje
potvrdu ciljnog analita. Ova povecana selektivnost MS/MS takode dovodi do poboljSanja
odnosa izmedu signala i Suma (“signal to noise ratio”) i na taj nacin se postizu nize granice
detekcije. GC - MS/MS obezbeduje nedvosmislenu identifikaciju u slu¢ajevima gde je GC -
MS spektar jedinjenja teSko interpretirati. Prema tome, ¢ak 1 ako matriks sadrzi drugo
jedinjenje sa istom masom kao i prekursor jon od interesa, mala je verovatnoca da ce

interferujuci jon dati isti spektar “produkt jona” kao analit.

2.6. Taksonomija i obrada taksonomskih podataka

Klasifikacija je jedno od fundamentalnih polja interesovanja nauke. Cinjenice i objekti
moraju biti uobliCeni na jedan ureden nacin pre nego Sto principi koji ih ujedinjuju mogu biti
otkriveni i upotrebljeni kao osnova za pretpostavke.

Svrha taksonomije je da izvrSi grupisanje objekta u “prirodne” taksone. “Prirodnost”
je razlic¢ito definisana, ali zajednicka je ideja da su ¢lanovi prirodnog taksona mnogo vise
povezani medusobno nego Sa onima Kkoji nisu c¢lanovi tog taksona. Konvencionalni
taksonomisti Zele da izjednace taksonomske odnose sa evolutivnim odnosima, dok numericki
taksonomisti predlazu da se klasifikacija bazira na sli¢nosti, definisuéi prirodnu klasifikaciju
kao vecu sli¢nost izmedu ¢lanova u okviru osnovne taksonomske kategorije. 1z ovog koncepta
prirodnosti proizilazi da je karakter prirodnog taksona prediktivan.

Priroda (poreklo) sli¢nosti je naravno fundamentalni problem taksonomije, koji god da
je teoretski pristup primenjen. Jedna od istaknutih pretpostavki numericke taksonomije je da

je moguca kvantifikacija stepena sli¢nosti.
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2.6.1. Hemotaksonomska klasifikacija

Sistem hemotaksonomske klasifikacije se oslanja na hemijsku sli¢nost taksona gde se

kao hemotaksonomski markeri koriste primarni, sekundarni metaboliti i semantidi.

2.6.1.1. Primarni metaboliti

Primarni metaboliti su jedinjenja koja su uklju¢ena u osnovne metabolicke puteve.
Veéina primarnih metabolita su univerzalno rasprostranjena jedinjenja koje biljka koristi za
rast i razvoj. Ova jedinjenja su sveprisutna u prirodi i samim tim imaju malu ulogu u

hemotaksonomskoj klasifikaciji.

2.6.1.2. Sekundarni metaboliti

Sekundarni metaboliti su jedinjenja koja obi¢no ne obavljaju nijednu od osnovnih
funkcija u biljkama. Oni sluze za zastitu biljaka i odbranu od predatora i patogena. Ova
jedinjenja imaju ogranic¢enu distribuciju i Samim tim su veoma korisna za hemotaksonomsku
klasifikaciju. Neke od glavnih grupa sekundarnih metabolita ukljuc¢uju glikozide, alkaloide,

etarska ulja, flavonoide, biljne fenole i terpenoide.

2.6.1.3. Semantidi

Semantidi su veliki molekuli, nosioci informacija, koji se mogu koristiti za
odredivanje evolucionih odnosa izmedu organizama. U skladu sa njihovom ulogom u ¢eliji
definisane su tri klase semantida: primarni semantidi (DNK), sekundarni semantidi (RNK) i

tercijarni semantidi (proteini).

2.6.2. Hemometrija

Hemometrija se definiSe kao ‘“hemijska disciplina koja koristi statisticke i
matematicke metode da bi se osmislile ili izabrale optimalne procedure i eksperimenti, da bi
se obezbedio maksimalan broj informacija o hemijskim supstancama analizom hemijskih
podataka”. Ukratko, “Hemometrija se bavi izvla¢enjem relevantnih informacija iz hemijskih
podataka kori§¢enjem matematickih i statistickih alata” (dos Santos i sar., 2013).

Najbitniji deo hemometrije predstavlja multivarijantna analiza hemijski relevantnih
podataka. Multivarijantna statisticka analiza je veoma pogodna metoda za analiziranje i

strukturisanje skupova podataka koji su dobijeni iz komplikovanih fizicko-hemijskih sistema,
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I za izradu empirijskih matemati¢kih modela koji su sposobni da predvide vrednosti vaznih

svojstava koji nisu direktno merljivi.

2.6.2.1. Faktorska analiza

Faktorska analiza predstavlja metodu visedimenzionalne (multivarijantne) analize koja
se koristi za opisivanje medusobne zavisnosti velikog broja promenljivih, putem definisanja
seta zajednickih osnovnih dimenzija poznatih kao faktori. U faktorskoj analizi polazi se od
pretpostavke da medu varijablama postoji linearna korelacija, a da svaki izdvojeni faktor nije
u korelaciji sa drugim faktorima.

Termin faktorska analiza obuhvata viSe razli¢itih, mada srodnih tehnika. Prema nac¢inu
sprovodenja analize, one se dele na analizu glavnih komponenti (principal components
analysis, PCA) i analizu zajednic¢kih faktora (common factor analysis, CFA). Obe analize
dovode do manjeg broja linearnih kombinacija prvobitnih varijabli na nacin koji zadrzava (ili
objasnjava) glavninu varijanse (promenljivosti) u strukturi korelacija. Medutim, one se
razlikuju po viSe osnova. U analizi glavnih komponenata, prvobitne promenljive se
transformiSu u manji skup linearnih kombinacija, uz KoriS¢enje svih varijansi u
promenljivima. S druge strane, u analizi zajedni¢kih faktora oni se procenjuju pomocu

matemati¢kog modela, pri cemu se analizira samo zajedniCka varijansa.

2.6.2.2. Analiza glavnih komponenti PCA

Analizu glavnih komponenti (PCA) je prvi put opsao Karl Pearson 1901. godine. Ona
predstavlja jednu od najjednostavnijih metoda multivarijantne statistike ¢iji je osnovni cilj
redukcija (svodenje velikog broja izvornih varijabli na mali broj indeksa koji su linearna
kombinacija izvornih varijabli i koji se zovu glavne komponente) i interpretacija podataka

(glavne komponente objasnjavaju varijabilnost podataka na najkoncizniji na¢in).

2.6.2.3. Klaster analiza

Klaster analiza je naziv za skup multivarijatnih tehnika c¢ija je primarna svrha
grupisanje objekata na osnovu osobina koje poseduju (Hair i sar., 2010.). Multivarijatnost
oznaCava svojstvo klaster analize da istovremeno analizira viSe varijabli zajedno kao deo
jedne celine. Izbor varijabli je presudni korak u klaster analizi. Konacan rezultat analize je
podela objekata u klastere u skladu sa definisanim ciljevima. Najvazniji ciljevi koji se mogu
ostvariti klaster analizom su taksonomija, pojednostavljivanje podataka i identifikacija

odnosa. Nacelo sli¢nosti je temeljno nacelo klaster analize, a odredivanje sli¢nosti je njena
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sustina. Postoje tri metode odredivanja sli¢nosti u klaster analizi: mere korelacije, mere
udaljenosti i mere udruzivanja. Mere korelacije i mere udaljenosti rade sa numerickim
(metrickim) vrednostima varijabli. Mere korelacije temelje se na odredivanju koeficijenata
korelacije izmedu parova objekata izmerenih na viSe varijabli. Visoka korelacija oznacava
veliku slicnost medu objektima. Mere udaljenosti su najces¢e koris¢ene mere sli¢nosti u
klaster analizi. To su zapravo mere nejednakosti izmedu varijabli Cije veée vrednosti
odgovaraju manjoj sli¢nosti objekata. Mere udruzivanja rade sa nemetrickim (nominalnim ili
ordinalnim) vrednostima varijabli i imaju ograni¢enu podrsku racunarskih programa. Mere
udaljenosti su osetljive na razli¢itost mernih jedinica pa je neophodno izvrSiti transformaciju
varijabli ukoliko su izrazene u razli¢itim mernim jedinicama pri ¢emu se transformacijom

varijabli kreiraju standardizovane varijable.

2.6.2.3.1. Klaster algoritmi

Mnogi algoritmi su koriS¢eni za klaster analizu. Medutim, sustinski postoji dva
osnovna nacina grupisanja uzoraka: hijerarhijski i nehijerarhijski algoritam. Hijerarhijske
metode podrazumevaju izgradnju hijerarhijske strukture objekata u vidu kreiranja
dendrograma. To je graficki prikaz klastera (grupa) u obliku stabla povezivanja. Prvo se vrse
izraCunavanja udaljenosti svih jedinica medusobno, a zatim se grupe formiraju putem tehnika
spajanja ili razdvajanja. Tehnika spajanja (aglomerativni hijerarhijski metod) polazi od

pretpostavke da je svaki objekt savrSeno homogeni klaster i na pocetku analize ima onoliko

.....

.....

ukupan broj klastera smanjuje za jedan. Taj se postupak ponavlja n-1 puta sve dok se svi
objekti ne nadu unutar jednog klastera. Kod tehnike razdvajanja (divizioni hijerarhijski
metod) ide se obrnutim redosledom, jer se u analizi polazi od jednog klastera, a zavrSava se sa
n klastera, tj. onoliko klastera koliko ima analiziranih objekata. Kod hijerarhijskih metoda je
bitno da se jednom formirani klaster ne moze deliti ve¢ se moze samo povezivati sa drugim
klasterima. Nacin utvrdivanja sli¢nosti medu viSeClanim klasterima i njihovo povezivanje
zavisi od izbora algoritma analize. Metode analize grupisanja razlikuju se prema tome da li
mere sli¢nost ili razliku izmedu grupa.

Nehijerarhijske metode klaster analize podrazumevaju unapred zadat broj klastera sto
ih razlikuje od hijerarhijskih metoda. Analiza se vr$i na nacin da nehijerarhijski algoritmi
analize razvrstavaju objekte u unapred definisane klastere, gde za razliku od hijerarhijskih

metoda, objekt moze napustiti klaster i pridruziti se nekom drugom u razli¢itim fazama.
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3.1. Biljni materijal

U Tabeli 3 je prikazan detaljan opis sakupljenih biljnih vrsta (lokalitet, vrsta podloge,

tip staniSta, fenoloska faza biljke, godina prikupljanja biljnog materijala kao 1 vaucer brojevi

pod kojima su zavedeni).

Tabela 3. Biljni materijal sakupljan od 2013. do 2018. godine na razlicitim lokalitetima

teritorije Srbije i Crne Gore.

- . . . Vrsta  Fenoloska Godina Vaucer
Biljnavrsta Lokalitet Tip stanista « . L )
podloge faza prikupljanja  broj
Chaerophyllum F.).EI'UCB.C,V Vlavzna mesta u Krecnijak Vegetativha 2014 11946
aromaticum L.  Bajina Basta Sumama faza
Faza 2013
Vlasinska . M ars cvetanja 2018 7233
visoravan Livada Skriljc Faza
. 2013 7234
Chaerophyllum plodonosenja
aureum L. Topli Do, Plavnlnsk_l Silikat Faza. 2015 11954
Temska pasnjaci cvetanja
Blazevo, Planinski - Faza
Kopaonik pasnjaci Serpentinit cvetanja 2015 11955
Chaerophyllum  Vlasinska . M oari Faza 2013
bulbosum L. visoravan Livada Skriljci cvetanja 2018 7232
Chaerophyllum Bioce U makiji, na cvi?gﬁ'a
pny y plitkom Kre¢njak . 2017 13281
coloratum L. Podgorica . Faza
kamenitom tlu .
plodonosenja
Chgerophyllum F.’QI‘UC&C,V Obala pqtoka, Kreénjak Faza_ 2015 11947
hirsutum L. Bajina Basta  bukova suma cvetanja
Zasenjena Faza 2014
i éniaci cvetanja
GOI‘ICG:VbI’dO, mesta, voénjaci Silikat ] 2015 9371
Nis§ (ruderalna Faza
s . 2017
stanista) plodonosenja
Chaerophyllum Viaikovci Ruderalna .
temulum L. AKOVEL st duz puta,  Serpentinit aza 2015 11949
Kopaonik cvetanja
zona bukve
Temac Ruderalna Faza
Temské mesta duz puta, Silikat cvetania 2015 11956
zona bukve y

*Vrste podloga odredene na osnovu geoloske karte Srbije
http://geoliss.mre.gov.rs/fOGK/RasterSrbija/
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Identifikaciju je izvrSio prof. dr Bojan Zlatkovi¢ sa Departmana za biologiju i
ekologiju, Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta u NiSu a herbarski primerci su

deponovani u Herbarijumu Prirodno-matematic¢kog fakulteta, Univerziteta u Nisu (HMN).

3.2. 1zolovanje etarskog ulja i priprema uzoraka za
GC-MS i HS/GC-MS analizu

Headspace analiza svezeg biljnog materijala je vrSena odmah nakon berbe. Za analizu
je u headspace vijalu od 20 ml odmereno 300 mg usitnjenog uzorka kome je dodato oko 2 ml
destilovane vode. Nakon toga je uzorak zagrejan na 80°C u trajanju od 20 minuta po slede¢em
programu: mesanje 5 sekundi nakon ¢ega sledi pauza od 2 sekunde. Para iznad uzorka (500
ul) je injektovana iz vijale koris¢enjem hermeticki zatvorenog Sprica (90°C) direktno u

hromatografsku kolonu, preko transfer linije (75°C).

Izolovanje etarskog ulja je vrseno iz prethodno usitnjenog i odmerenog svezeg biljnog
materijala hidrodestilacijom po Klevendzeru (Clevenger) u trajanju od 2,5h. Nakon zavrSene
hidrodestilacije, etarsko ulje je ekstrahovano heksanom, a heksanski ekstrakt susen
anhidrovanim MgSOs4. Nakon odvajanja MgSOs filtracijom, heksan je uklonjen pomocu
rotacionog vakuum-uparivaca. Etarska ulja su analizirana neposredno nakon izolovanja pri
¢emu su sva ulja razblazena heksanom do koncentracije od 10 mg/ml. Deo biljke iz kojeg je
izolovano etarsko ulje, masa biljnog materijala koris¢enog za hidrodestilaciju kao i prinosi

etarskih ulja su dati u Tabeli 4.
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Tabela 4. Podaci o analiziranim etarskim uljima

Biljna vrsta Deo plljke ko_rlsgfan za Masa b!!jnog Prinos _
hidrodestilaciju materijala etarskog ulja
Chaerophyllum aromaticum L. Nadzemni deo 600g 0,01%
(Perucac, 2014) Koren 178g 0,04%
Nadzemni deo u cvetu 2249 0,14%
Chaerophyllum aureum L. Cvet 200g 0,32%
(Vlasinska visoravan, 2013) Stablo 2769 0,07%
Koren 498¢g 0,002%
Chaerophyllum aureum L. . 0
(Kopaonik, 2015) Nadzemni deo 330g 0,13%
Chaerophyllum aureum L. . 0
(Temska, 2015) Nadzemni deo 7509 0,12%
Chaerophyllum aureum L. . 0
(Temska, 2018) Nadzemni deo 5609 0,11%
Chaerophyllum bulbosum L. Nadzemni deo 2539 0,12%
(Vlasinska visoravan, 2013) Koren 98g 0,02%
Nadzemni deo 6209 0,15%
Chaerophyllum bulbosum L. Cvet 479 0,52%
(Vlasinska visoravan, 2018) Stablo 600g 0,09%
Koren 600g 0,02%
Nadzemni deo 830g 0,3%
ch bl loratum L Cvet 109g 0,77%
aerophy Vum coloratum L. Plog 462g 0,46%
(Bioce, 2017)
Stablo 1310g 0,05%
Koren 920g 0,01%
. Cvet 126g 0,13%
Chaerophyllum hirsutum L. 0
(Perucac, 2015) Stablo 570g 0,04%
Koren 200g 0,01%
ch bl lum L Nadzemni deo 194g 0,01%
aero‘;}%’_g”g:)ﬁ”;” um L. Cvet 185¢ 0,04%
5 Stablo 3159 0,01%
Koren 1379 0,01%
Chaerophyllum temulum L. . 0
(NiE, 2015) Nadzemni deo 2439 0,01%
Chaerophyllum temulum L. . 0
(Kopaonik, 2015) Nadzemni deo 820g 0,01%
Chaerophyllum temulum L. . 0
(Temska, 2015) Nadzemni deo 2219 0,03%
Chaerophyllum temulum L. . 0
(N, 2017) Nadzemni deo 830g 0,01%
Chaerophyllum temulum L. Nadzemni deo 620g 0,01%

(Temska, 2018)
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3.3. GC-MS i GC-FID analiza

Svi uzorci su analizirani pomo¢u 7890/7000B GC-MS/MS trostrukog (tripl) kvadrupol
sistema u MS1 scan modu (Agilent Technologies, USA), opremljenim Combi PAL auto-
semplerom i Headspace termostatskim uredajem, na kapilarnoj HP-5MS koloni (5%
fenilmetilsiloksan, 30 m x 0,25 mm, debljine filma 0,25 pm). Temperature injektora i
interfejsa su odrzavane na 250°C i 300°C. Snimanje je vrSeno po sledeCem temperaturom
programu: zagrevanje od 50°C do 290°C brzinom od 4°C/min. Kao nose¢i gas je koris¢en
helijum sa brzinom protoka od 1ml/min. Uzorci su injektovani u tzv. split modu (odnos
razblazenja 40:1), pri ¢emu je koli¢ina injektovanih uzoraka iznosila: 500 pl uzorka za
headspace analizu i 1 ul etarskog ulja rastvorenog u n-heksanu (1:100) za analizu te¢nih
uzoraka. Post run: ispiranje kolone (backflush) 1,89 min, na 280°C, sa helijumom pod
pritiskom od 50 psi. MS uslovi: jonizacija je vrSena u EI modu sa naponom jonizacije od 70
eV, opseg masa m/z 40-440 amu, (vreme skeniranja 0,32 s). GC-FID analiza je radena na
istom aparatu pod istim eksperimentalnim uslovima opisanim za GC-MS analizu.
Procentualni sastav uzoraka je izraCunat iz povrSine GC-FID pikova bez koris¢enja

korekcionih faktora.

3.4. Identifikacija komponenata

Identifikacija komponenata je vrSena primenom AMDIS softvera (Automated Mass
Spectral Deconvolution and Identification System, Ver. 2.1, DTRA/NIST, 2011), na osnovu
poredenja linarnih retencionih indeksa (u odnosu na standardnu seriju n-alkana Cg-Cs2
snimljenu na istom aparatu i pod istim uslovima na HP-5MS koloni) sa literaturnim
vrednostima i poredenjem njihovih masenih spektara sa spektrima iz Adams (Adams, 2007),
Wiley 6, NIST11, Agilent Mass Hunter Workstation B.06.00 softvera i spektrima iz interne

MS biblioteke dobijene snimanjem cistih supstanci.
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3.5. Antioksidativna aktivnost

Antioksidativna aktivnost ispitivanih etarskih ulja (koncentracije 50 mg/ml) je
odredivana primenom pet razli¢itih metoda: DPPH, ABTS, TRP, FRAP i CUPRAC metode.

3.5.1. DPPH metoda

Jedan i po mililitar metanolnog rastvora 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil reagensa (DPPH)
koncentracije 100 mmol/L, 0,1 ml uzorka etarskog ulja koncentracije 100 mg/ml i 4 ml
metanola se promuckaju 1 ostave da reaguju 60 min u mraku, nakon ¢ega se meri apsorbanca
na talasnoj duzini od A= 515 nm. Kapacitet ,,hvatanja” (scavenging) radikala je odreden iz
kalibracione prave koriS¢enjem Troloxa, a rezultati su izrazeni kao pg Troloks ekvivalenta

(TE) po mg etarskog ulja (g TE/mg EO).

3.5.2. ABTS metoda

ABTSe++ katjon radikal se dobija u reakciji izmedu osnovnog rastvora ABTS sa
kalijum-persulfatom pri ¢emu je smesa ostavljena da stoji na sobnoj temperature na tamnom
mestu 12-16h pre upotrebe. Rastvor se zatim razblazi meSanjem 7 ml ABTS ™ rastvora sa 120
ml metanola kako bi se dobio rastvor sa apsorbancijom od 0.7 £ 0.02 jedinica na talasnoj
duzini od A=734 nm. Alikvot svakog uzorka (0,1 ml) koncentracije 100 mg/ml se mesa sa 1,8
ml razblazenog ABTS rastvora u koncentraciji od 7 mmol/L i razblazuje metanolom do
ukupne zapremine od 4 ml. Nakon 6 minuta na sobnoj temperature, meri se smanjenje
apsorbancije na A=734 nm. Rezultati su dobijeni kori§¢enjem kalibracione prave Troloxa kao

standarda i izraZeni su kao mg Troloks ekvivalent (TE) po mg etarskog ulja (mg TE/mg EO).

3.5.3. FRAP metoda

Jedan mililitar FRAP reagensa se pomesa sa 0,1 ml etarskog ulja (koncentracije 100
mg/mol) i razblazi vodom do ukupne zapremine od 4 ml. Nakon inkubacije na 37°C u trajanju
od 5 minuta, beleZi se apsorbancija na A=595 nm. Rezultati su izrazeni kao pg ekvivalenta

Fe(ll) po mg etarskog ulja (ug Fe/mg EO).
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3.5.4. TRP metoda

Reakciona smesa se priprema meSanjem 0,01 ml etarskog ulja, 1 ml 1% Kz[Fe(CN)s],
1 ml fosfatnog pufera (pH 6,6) i vode. Smesa je inkubirana 30 minuta na 50°C i nakon
inkubacije je dodato 1 ml 10% trihlorsiréetne Kiseline i 0,6 ml FeClz. Apsorbanca je merena
na A=700 nm. Ukupna redukciona mo¢ je odredivana koriS¢enjem askorbinske kiseline kao

standarda i rezultati su izraZzeni kao mg ekvivalenta askorbinske kiseline po mg etarskog ulja
(mg AAE/mg EO).

3.5.5. CUPRAC metoda

Ova metoda podrazumeva mesanje 0,1 ml etarskog ulja, 1 ml fosfatnog pufera (pH 7),
neokuproina (7,5 mmol/L), bakar(I1)hlorida (0,01 mol/L) i razblazivanjem vodom do ukupne
zapremine od 4,1 ml. SmeSa je ostavljena 30 minuta na 25°C nakon Cega je merena
apsorbancija na A=450 nm. Troloks je koriS¢en kao standard i rezultati su izrazeni kao pg

Troloks ekvivalenta po mg etarskog ulja (ug TE/ mg EO).

3.6. Antimikrobna aktivnost

Odredivanje in vitro antimikrobne aktivnosti etarskih ulja je vrSeno pomocu disk
difuzione metode. Ispitivanje svih uzoraka etarskih ulja je vrSeno na dve Gram-pozitivne
(Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633 i Staphylococcus aureus ATCC 6538) i dve
Gram-negativne bakterije (Escherichia coli ATCC 8739 i Salmonella abony ATCC 6017).
Suspenzije testiranih mikroorganizama napravljene su u sterilnom fizioloskom rastvoru,
podesene na turbiditet od 0,5 Mc Farland-a i nanete na ploce sa Mueller-Hinton-ovim
agarom. Sve agar ploce su pripremljene u Petrijevim Soljama od 90 mm daju¢i kona¢nu
dubinu od 4 mm. Sterilni filter diskovi (“Antibiotica Test Blattchen”, Macherei-Nagel, Duren,
Nemacka, 9 mm u pre¢niku) su impregnirani sa 30 ul etarskog ulja (etarska ulja su rastvorena
u heksanu u koncentraciji od 100 mg/ml) i postavljeni na inokulisanim plo¢ama. Ove ploc¢e Su

nakon stajanja na 4°C tokom 2 h, inkubirane na 37°C tokom 24 h.
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Hloramfenikol (30 pg) i streptomicin (10 pg) su koriséeni kao pozitivni referentni
standardi za odredivanje osetljivosti soja svake testirane mikrobne vrste dok su diskovi koji
sadrze heksan koriS¢eni kao negativna kontrola. Precnici zona inhibicije su mereni u
milimetrima koristeci “Fisher-Lilli ¢ita¢ zona antibiotika” (Fisher Scientific Co., USA). Svaki
test je izveden u triplikatu.

3.7. Statisticka obrada podataka

Za statisticku obrada podataka koriS¢en je softverski paket STATISTICA 8. Kao
metode su koris¢ene multivarijantne statisticke metode - aglomerativna hijerarhijska klaster
analiza (AHC) i metoda analize glavnih komponenti (PCA). Kao originalne varijable je
koriscena relativna zastupljenost klasa identifikovanih jedinjenja u etarskim uljima kao i
procentualna zastupljenost komponenata sa relativnim sadrzajem >5% makar u jednom
ispitivanom uzorku. Grupisanje uzoraka u slu¢aju AHC analize je vrseno koris¢enjem Ward-

ove metode.

49



4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Hemijski sastav

Hemijski sastav lako isparljivih jedinjenja, dobijen statickom headspace metodom, kao
i etarskih ulja razli¢itih uzoraka biljnih vrsta roda Chaerophyllum L. sa podrucja Srbije i Crne
Gore, prikazan je u tabelama (Tabele 5-27). Relativna zastupljenost pojedina¢nih komponenti
u ispitivanim uzorcima izrazena je kao procentni sastav dobijen na osnovu intenziteta pikova
hromatograma snimljenih GC-FID tehnikom. Identifikacija prisutnih komponenti izvrSena je
poredenjem masenih spektara i slaganjem eksperimentalno dobijenih retencionih indeksa (RI)
sa Adams indeksima (RA). U slucajevima jedinjenja kada u Adamsovoj bazi podataka nije
postojao maseni spektar odnosno indeks, identifikacija je potvrdena poredenjem spektara i
retencionih indeksa, dobijenih na istoj koloni i ozna¢enih u tabelama zvezdicom (*), iz baze
NIST. Najzastupljenije komponente su u tabelama istaknute podebljavanjem njihovog

procentnog udela.
4.1.1. Hemijski sastav lako isparljivih komponenata i etarskih
ulja biljne vrste Chaerophyllum aromaticum L.

Hemijski sastav headspace analize lako isparljivih komponenata i etarskih ulja
izolovanih iz biljne vrste Chaerophyllum aromaticum L., prikupljen 2014. godine u punoj

vegetativnoj fazi, je prikazan u Tabelama 5 i 6.
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Rezultati i diskusija

Tabela 5. Hemijski sastav lako isparljivin komponenata nadzemnog dela (HSn) i korena
(HSk) biljne vrste Chaerophyllum aromaticum L.

Sadrzaj (%)

Rl RA Komponente HSk  HSn
801 800 n-Oktan 02 -
801 801 n-Heksanal 02 -
862 858 2-Metiloktan 02 -
898 900 n-Nonan 26,7 -
928 924 o-Tujen 0,7 -
934 932 a-Pinen 36,4 79
949 946 Kamfen 1.0 -
971 970 3-Metilnonan tr -
974 969 Sabinen 04 -
978 974 pB-Pinen 09 -
991 988 Mircen 30 21,0
1003 998 n-Oktanal 03 -
1006 1002 a-Felandren 03 14
1012 1008 6-3-Karen 42 6,4
1025 1020 p-Cimen 0,3 06
1030 1024 Limonen 13,2 -
1031 1025 B-Felandren - 16,2
1038 1032 (Z)-B-Ocimen 19 84
1049 1044 (E)-p-Ocimen 25 17,8
1060 1054 y-Terpinen tr -
1089 1086 Terpinolen 0,8 3,6
1099 1100 n-Undekan 06 -
1103 1100 2-Metilbutil-2-metilbutanoat 02 -
1107 1103 2-Metilbutil-3-metilbutanoat 03 -
1159 1156 5-Pentil-1,3-cikloheksadien 1,7 -
1288 1287 Bornil acetat 06 -
1298 1300 n-Tridekan 02 -
1305 1304 4-Metilheksil-2-metilbutanoat 06 -
1310 1304 2-Metilheksil-3-metilbutanoat 02 -
1425 1417 (E)-Kariofilen - 4,9
1461 1452 a-Humulen - 2,2
1489 1484 Germakren D 0,2 8.2
1495 1491* (Z, E)-a-Farnezen 01 -
1510 1505 (E, E)-a-Farnezen 01 -
1593 1592 Viridiflorol 02 -

Ukupan % identifikovanih jedinjenja 98,2 98,6
Broj identifikovanih komponenata 32 12

Monoterpeni 66,2 83,3
Ugljovodoni¢ni 65,6 83,3
Oksigenovani 0,6 -
Seskviterpeni 0,6 153
Ugljovodoni¢ni 04 153
Oksigenovani 02 -
Ostali 314 -
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Rezultati i diskusija

Rezultati headspace analize lako isparljivin komponenata nadzemnog dela i korena
biljne vrste Chaerophyllum aromaticum su prikazani u Tabeli 5. U uzorku korena
identifikovano je trideset i dve komponente dok je broj identifikovanih komponenti u
nadzemnom delu bio znatno manji, ta¢nije samo 12 komponenata je identifikovano u
nadzemnom delu biljke. Ugljovodoni¢ni monoterpeni predstavljaju najzastupljeniju klasu
identifikovanih jedinjenja u oba ispitivana uzorka. a-Pinen (36,4%), n-nonan (26,7%) i
limonen (13,2%) su identifikovane kao komponente sa najve¢im procentnim sadrzajem u
uzorku korena. Sa druge strane, mircen, (E)-B-ocimen i B-felandren zajedno ¢ine preko 50%
isparljivih sastojaka nadzemnog dela biljke. Uporedenjem hemijskog sastava isparljivih
komponenti korena 1 nadzemnog dela biljke, uo€ava se znacajna razlika u sadrzaju limonena i
B-felandrena: limonen je identifikovan kao jedna od glavnih komponenti korena, dok u
nadzemnom delu limonen nije prisutan ¢ak ni u tragovima; sa druge strane, sa B-felandrenom
je primecena obrnuta situacija (p-felandren predstavlja 16,2% isparljivih komponenti
nadzemnog dela, dok u uzorku korena nije identifikovan). U nadzemnom delu sve
identifikovane komponente pripadaju klasi terpena, pri ¢emu su ugljovodoni¢ni monoterpeni
(83,3%) dominantni u odnosu na seskviterpene koji su prisutni u znatno nizem procentu
(15,3%). Monoterpeni su najzastupljenija klasa jedinjenja identifikovanih u uzorku korena,
neravnomerno rasporedeni izmedu ugljovodoni¢nih monoterpene, koji su prisutni u procentu

od 66,1%, i oksigenovanih monoterpena sa sadrzajem od 0,6%.

Tabela 6. Hemijski sastav etarskih ulja nadzemnog dela (En) i korena (Ek) biljne vrste
Chaerophyllum aromaticum L.

Sadrzaj (%)

Rl RA Komponente Exk En
780 774 3-Penten-2-ol 02 -

788 778 3-Metil-2-butenal tr 0,4
838 831 4-Hidroksi-4-metil-2-pentanon - 0,1
852 850 (Z)-3-Heksenol - 1,3
934 932 a-Pinen 08 0,2
949 946 Kamfen tr -

974 969 Sabinen tr -

978 974 B-Pinen tr tr
991 988 Mircen 05 14
1003998 n-Oktanal 02 -

1006 1002 o-Felandren tr tr
1007 1004 (Z)-3-Heksenil acetat - 0,2
1012 1008 6-3-Karen 01 11
10251020 p-Cimen - 0,3
10301024 Limonen 2,1 0,6
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1031 1025
1038 1032
1044 1036
1049 1044
10741071
1089 1086
11001100
1103 1100
1104 1102
1107 1103

B-Felandren

(2)-B-Ocimen

Benzen acetaldehid
(E)-p-Ocimen

m-Krezol

n-Undekan
Izopentil-2-metilbutanoat
2-Metilbutil-2-metilbutanoat
3-Metilbutil-3-metilbutanoat
2-Metilbutil-3-metilbutanoat

1122 1121* cis-p-Ment-2-en-1-ol

11321128

(2)-Epoksi-ocimen

1140 1140* trans-p-Ment-2-en-1-ol

11421137
1159 1156
11631158

(E)-Epoksi-ocimen
5-Pentil-1,3-cikloheksadien
m-Krezol acetat

11731173* (3E,52)-1,3,5-Undekatrien

1186 1179
1192 1186
1203 1197
1204 1201
12091202
12351232
1236 1233
12411241
1256 1249
12611260
1269 1264

p-Cimen-8-ol

a-Terpineol
4-Metilpentil-2-metilbutanoat
n-Dekanal
3-Metilpentil-3-metilbutanoat
Timol, metil etar
Heksil-2-metilbutanoat
Heksil-3-metilbutanoat
Piperiton

(E)-2-Decenal

Nonanska kiselina

1280 1285* 1-(2-hidroksi-5-metilfenil)-Etanon

1288 1287
1298 1300
13051304
13101304
13291326

Bornil acetat

n-Tridekan
4-Metilheksil-2-metil-butanoat
4-Metilheksil-3-metil-butanoat
Silfiperfol-5-en

1341 1343* o-Terpinil acetat

1356 1350
13771371
13801374
1387 1380
1390 1387
1394 1387
13951389
1408 1408
1412 1407
14211411
14251417
1428 1419

a-Longipinen
Longiciklen
a-Kopaen
Daucen
B-Burbonen
B-Kubeben
B-Elemen
Dodekanal
Longifolen
2-epi-p-Funebren
(E)-Kariofilen
B-Cedren

1432 1429* Himacala-2,4-dien

14341430
14391437

B-Kopaen
a-Gvajen
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tr

tr
1,6
0,3

0,1
tr
tr
0,7

0,5
0,8

0,7

0,5

0,2
0,3
tr
tr
0,4
0,3

0,3
2,2
0,2
2,0
0,9
0,2
0,1
0,4
0,4
tr

0,2

0,5
0,6

0,2
0,1
0,2
0,3
0,4

0,2
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14591454 (E)-B-Farnezen 21 06
1461 1452 o-Humulen 0,1 11,7
1477 1471 Dauka-5,8-dien 04 -
14821478 y-Murolen 12 1.2
1489 1484 Germakren D 51 164
14931489 p-Selinen tr -
1499 1491* (Z, E)-a-Farnezen 2,7 1,3
15001493 a-Zingiberen 01 -
1502 1498 o-Selinen 09 -
1504 1500 Biciklogermakren 20 07
1506 1500 o-Murolen 05 03
15101505 (E, E)-a-Farnezen 1,8 0,7
15131505 Germakren A 1,4 0,2
15151509 Lavandulil-3—metilbutanoat tr -
15221513 y-Kadinen 1,1 0,2
1525 1522* trans-Verbenil-3-metilbutanoat 11 -
1529 1522 §-Kadinen 20 0,9
1530 1524* 1zobornil-2-metilbutanoat 0,7 -
15351529 Kesan 1,7 -
1538 1530* Dauka-4(11),8-dien - 0,1
15391530 Izobornil 3-metilbutanoat 12 -
15431537 o-Kadinen - 0,2
1545 1544* (E)-a-Bisabolen 12 -
1554 1548 Elemol 33 -
1560 1552* Mirtenil-3-metilbutanoat 0,7 -
1562 1560* Mirtenil-2-metilbutanoat 05 -
15651559 Germakren B 0,2 41
15851574 Germakren D-4-ol - 0,5
1586 1575* 5,11-Epoksikadin-1(10)-en 32 -
1587 1577 Spatulenol - 0,4
1588 1588* Neril-3-metilbutanoat 03 -
15901582 Kariofilen oksid - 3,1
15931592 Viridiflorol 22,2 -
1604 1594 Karotol 15 -
1607 1607* Humulen epoksid | - 2,0
1615 1611* Geranil-3-metilbutanoat 04 -
1617 1608 Humulen epoksid I1 - 2,0
16291622 10-epi-y-Eudezmol 16 -
16431640 Hinesol 0,2 -
1647 1644 o-Murolol 10 -
1648 1639 allo-Aromadendren epoksid - 2,0
1654 1652 Himacalol 0,2 -
1661 1652 Valerianol 55 -
1662 1652 o-Kadinol - 1,4
16741670 Bulnezol 1,7 -
16891685 o-Bisabolol 16 0,9
1696 1692 Akorenon 32 04
1737 1727* Oksaciklopentadekan-2-on 10 0,3
1748 1740 Mint sulfid - 0,2
1836 1830* Neofitadien - 0,3
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2022 2024 1zopropil heksadekanoat - ,

2134 2135* Fitol - 2,0
22232218 (E)-Fitol acetat - 0,5
2593 2600 n-Heksakozan - 0,2

Ukupan % identifikovanih jedinjenja 90,4 92,9
Broj identifikovanih komponenata 89 67

Monoterpeni 74 18,7
Ugljovodoni¢ni 35 179
Oksigenovani 39 08
Seskviterpeni 73,4 634
Ugljovodoni¢ni 26,5 50,7
Oksigenovani 46,9 12,7
Diterpeni - 2,8
Ostali 9,6 8,0

Identifikovane komponente prikazane u Tabeli 6, poredane su po retencionim
indeksima (RI) na HP-5MS koloni. Ispitivana etarska ulja su se sastojala najve¢im delom od
seskviterpena, koji su ¢inili 73,4% etarskog ulja korena i 63,4% etarskog ulja izolovanog iz
nadzemnog dela biljke, dok su monoterpeni bili prisutni u znatno nizim procentima. Analizom
hemijskog sastava etarskog ulja izolovanog iz korena biljne vrste C. aromaticum
identifikovano je ukupno 89 jedinjenja, Sto ¢ini 90,4% etarskog ulja. Oksigenovani
seskviterpeni su dominantna klasa jedinjenja (46,9%), sa viridiflorolom (22,2%) kao glavnom
komponentom. U etarskom ulju izolovanom iz nadzemnih delova C. aromaticum
identifikovano je ukupno 67 komponenti, sto predstavlja 92,9%. Ugljovodoni¢ni seskviterpeni
su prisutni u procentnom sadrzaju od 50,7%, sa germakrenom D (16,4%), a-humulenom
(11,7%) i (E)-kariofilenom (10,9%) kao glavnim komponentama. Uporedivanjem rezultata
hemijskog sastava analiziranih uzoraka moze se zakljuciti da je hemijski sastav etarskog ulja
korena i nadzemnog dela potpuno razli¢it. Pre svega, odnos izmedu sadrzaja ugljovodoni¢nih
i oksigenovanih seskviterpena je razli¢it; u etarskom ulju korena dominantni su oksigenovani
seskviterpeni, dok je u etarskom ulju nadzemnih delova primeéena obrnuta situacija,
ugljovodoni¢ni seskviterpeni su dominantni u odnosu na oksigenovane seskviterpene. Osim
toga, viridiflorol, koji predstavlja glavhu komponentu u etarskom ulju korena sa procentnim

sadrzajem od 22,2%, nije identifikovan u etarskom ulju nadzemnog dela.
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Rezultati i diskusija

4.1.2. Hemijski sastav lako isparljivin komponenata i etarskih
ulja biljne vrste Chaerophyllum aureum L.

U Tabelama 7 i 8 je prikazan hemijski sastav lako isparljivih komponenata dobijen

headspace tehnikom i etarskih ulja izolovanih iz biljne vrste Chaerophyllum aureum L.

prikupljen 2013.godine na Vlasini.

Tabela 7. Hemijski sastav lako isparljivih komponenata nadzemnog dela (HSn), cvasti (HSc),
stabljike (HSs) i korena (HSk) biljne vrste Chaerophyllum aureum L.

Sadrzaj (%)

Rl RA Komponente HSn HSc HSs HSk
801 801 n-Heksanal - - - 09
926 924 a-Tujen 02 02 01 0,3
934 932 o-Pinen 6,1 22 40 211
950 946 Kamfen tr tr tr -

974 969 Sabinen 47,858,553,51,2

978 974 B-Pinen

991 988 Mircen

1006 1002 a-Felandren
10201014 a-Terpinen
10251020 p-Cimen
10311024 Limonen
10331025 B- Felandren

1038 1032 (Z)-B-Ocimen
1049 1044 (E)-p-Ocimen
1060 1054 y-Terpinen

1069 1065 cis-Sabinen hidrat
10891086 Terpinolen

1091 1089 p-Cimenen

1099 1098 trans-Sabinen hidrat
11151108 1,3,8-p-Mentatrien
11791174 Terpinen-4-ol
14251417 (E)-Kariofilen
14611452 a-Humulen

1489 1484 Germakren D
1504 1500 Biciklogermakren

3,7 14,404 3,7
3,3 4,7 3,8 145
01 04 04 -
01 03 01 -
1,1 0,5 0,3 45,2
252tr 53 51

- 71 21 -
0114 11 -
1,8 58 3,1 0,2
22 26 11 54
01 01 tr -
8,2 11,223,8-
tr - tr

- 0,1 - -
tr tr tr -
tr 02 tr -
- tr 0,1 -
- tr tr -
tr 0,2 06 -
- tr 0,1 -

Ukupan % identifikovanih jedinjenja 100 99,9 99,9 97,6

Broj identifikovanih komponenata
Monoterpeni

Ugljovodoni¢ni

Oksigenovani

Seskviterpeni

Ugljovodoni¢ni

Oksigenovani

Ostali

19 23 23 10
100 99,799,196,7
99,999,399,196,7
01 04 - -

- 0208 -

- 0208 -

- - - 09
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U svim uzorcima dobijenim headspace tehnikom, najzastupljenija klasa jedinjenja su
ugljovodoni¢ni monoterpeni, dok su ugljovodoni¢ni seskviterpeni pronadeni u uzorcima
cvasti i stabljike 1 to sa procentnim udelom manjim od 1%. Sabinen je identifikovan kao
glavna komponenta u svim nadzemnim delovima, predstavljaju¢i 58,5% cvasti, 53,5%
stabljike i 47,8% ukupnih isparljivih sastojaka nadzemnog dela (HSn). Hemijski sastav lako
isparljivin jedinjenja korena se znatno razlikuje od sastava lako isparljivih jedinjenja
nadzemnih delova biljke. Glavne komponente identifikovane u korenu su p-cimen (45,1%), a-
pinen (21,1%) i mircen (14,5%), koji su prisutni i u nadzemnim delovima ali u znatno nizem
procentnom sadrzaju. Uocava se i to da je u uzorku korena prisutno priblizno dvostruko manje

lako isparljivin komponenati u odnosu na bilo koji analizirani nadzemni deo.

Tabela 8. Hemijski sastav etarskih ulja nadzemnog dela (En), cvasti (Ec), stabljike (Es) i
korena (Ek) biljne vrste Chaerophyllum aureum L.

Sadrzaj (%)

Rl RA Komponente En Ec Es Ek
852 850 (Z)-3-Heksenol - - 01 -
926 924 o-Tujen 0,2 0,1 0,2 -
934 932 o-Pinen 2,6 18 4,0 0,7
950 946 Kamfen - - 01 -
974 969 Sabinen 40,825,635,08,5
978 974 pB-Pinen 21 74 05 1,0
991 988 Mircen 35 2556 19
1003 998 n-Oktanal tr tr tr 1,3
1006 1002 a-Felandren 04 02 tr -
1020 1014 o-Terpinen 0,6 0,2 0,7 0,2
1025 1020 p-Cimen 03 04 03 1,1
1031 1024 Limonen 57 26,53,8 9,0
1038 1032 (Z)-B-Ocimen 2,8 2,7 81 0,9
1044 1036 Benzen acetaldehid 01 - tr 1,6
1049 1044 (E)-p-Ocimen 48 2,7 70 24
1060 1054 y-Terpinen 3,0 10,532 71
1069 1065 cis-Sabinen hidrat 0,6 0,2 0,7 0,7
1089 1086 Terpinolen 19,114,80,9 3,0
1092 1089 p-Cimenen 10 - tr -
1099 1098 trans-Sabinen hidrat 0,4 0,2 0,7 0,7
1103 1100 n-Nonanal - - tr 03
1110 1008 1,3,8-Mentatrien tr - - -
1114 1110 1-Okten-3-il-acetat - - 03 -
1123 1118 cis-p-Ment-2-en-1-ol 01 - 03 -
1129 1128 allo-Ocimen - - 01 -
1141 1133 cis-p-Ment-2,8-dien-1-ol - - 0516
1146 1140 trans-Verbenol - - 0312
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1159 1157 (E)-2-Nonen-1-al

1169 1166 p-Ment-1,5-dien-8-ol

1179 1174 Terpinen-4-ol
1186 1179 p-Cimen-8-ol
1192 1186 a-Terpineol
1197 1195 cis-Piperitol
1204 1199 y-Terpineol
1208 1201 n-Dekanal

1210 1207 trans-Piperitol
1224 1215 trans-Karveol
1235 1232 Timol, metil etar
1261 1260 (E)-2-Decenal

1316 1315 (E,E)-2,4-Dekadienal

1342 1334 Linalol propanoat
1348 1342 trans-Karvil acetat
1380 1374 a-Kopaen

1387 1380 Daucen

1395 1389 B-Elemen

1425 1417 (E)-Kariofilen
1427 1428* Aristolen

1438 1434 y-Elemen

1439 1432 trans-a-Bergamoten
1459 1454 (E)-p-Farnezen
1461 1452 a-Humulen

1482 1478 y-Murolen

1485 1479 ar-Kurkumen
1489 1484 Germakren D
1499 1491* (Z,E)-a-Farnezen
1500 1493 a-Zingiberen
1504 1500 Biciklogermakren
1506 1500 o-Murolen

1510 1505 (E,E)-a-Farnezen
1513 1505 B-Bisabolen

1519 1514 (Z2)-y-Bisabolen
1522 1513 y-Kadinen

1525 1517 Miristicin

1527 1521 B-Seskvifelandren
1529 1522 5-Kadinen

1536 1529 (E)-y-Bisabolen
1543 1537 a-Kadinen

1565 1559 Germakren B
1585 1574 Germakren D-4-ol
1587 1577 Spatulenol

1641 1636 Gosonorol

1648 1640 t-Murolol

1652 1644 o-Murolol

1662 1652 o-Kadinol

1684 1680 Elemol acetat
1686 1677 Apiol

2038 2035 (2)-Falkarinol
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Ukupan % identifikovanih jedinjenja 99,199,299,591,3

Broj identifikovanih komponenata 38 26 56 45
Monoterpeni 94,196,776,751,0
Ugljovodoni¢ni 90,995,469,535,8
Oksigenovani 3,2 13 7,2 152
Seskviterpeni 44 25 22,230,0
Ugljovodoni¢ni 42 2,5 16,028,4
Oksigenovani 02 - 62 16
Ostali 06 - 0,6 10,3

Kao i kod headspace analize, u svim uzorcima etarskih ulja, glavne komponente

pripadaju klasi ugljovodoni¢nih monoterpena. Najzastupljenija komponenta prisutna u

etarskim uljima dobijenim iz sveze stabljike i celog nadzemnog dela biljke je sabinen (40,8%

nadzemnog dela, 35% stabljike) dok je limonen identifikovan kao glavna komponenta u

uzorcima cvasti (26,5%) i korena (9%). U etarskom ulju korena je prisutan visok sadrzaj

seskviterpena u poredenju sa etarskim uljima nadzemnih delova biljke.

Tabela 9. Uporedni hemijski sastav lako isparljivih komponenata nadzemnih delova
Chaerophyllum aureum L. prikupljenih iste godine (2015) na razli¢itim lokacijama

Sadrzaj (%)

RI RA Komponente HSTemska HSKopaonik
801 801 n-Heksanal 0,1 0,1
926 924 a-Tujen 0,5 0,1
934 932 a-Pinen 2,2 1,7
950 946 Kamfen 0,1 tr
974 969 Sabinen 76,3 1,3
978 974 B-Pinen 3,3 3,9
991 988 Mircen 8,9 3,3
1006 1002 a-Felandren tr 0,1
10201014 a-Terpinen 0,3 0,2
10251020 p-Cimen 0,2 2,7
1031 1024 Limonen 13 13
1032 1025 B-Felandren ' ’
10381032 (Z)-p-Ocimen 1,9 16,4
1049 1044 (E)-p-Ocimen 0,4 38,7
1060 1054 y-Terpinen 0,9 22,0
1069 1065 cis-Sabinen hidrat 1,9 -
10891086 Terpinolen 0,3 7,6
11141112 B-Tujon 0,1 tr
11791174 Terpinen-4-ol 0,1 -
14251417 (E)-Kariofilen 0,1 tr
1481 1478 y-Murolen 0,6 0,5
1504 1500 Biciklogermakren 0,1 0,1

Ukupan % identifikovanih jedinjenja 99,6 100
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Broj identifikovanih komponenata 22 20
Monoterpeni 98,7 99,3
Ugljovodoni¢ni 96,7 99,3
Oksigenovani 2,0 -
Seskviterpeni 0,8 0,6
Ugljovodoni¢ni 0,8 0,6
Oksigenovani - -
Ostali 0,1 0,1

Rezultati headspace analize uzoraka nadzemnih delova biljne vrste C. aureum koji su
prikupljeni iste godine ali na razli¢itim lokacijama su prikazani u Tabeli 9. Nema bitnijih
kvalitativnih razlika izmedu ova dva uzorka dok je kvanitativni sastav potpuno razliCit.
Najznacajnija razlika lezi u ¢injenici da ni glavne komponente u ovim uzorcima nisu iste. U
uzorku koji potice sa teritorije Temske, najzastupljenije lako isparljivo jedinjenje je sabinen
koji je u ovom uzorku prisutan u procentu od 76,3%. Sa druge strane, u uzorku sa Kopaonika,
kao glavna komponenta identifikovan je (Z)-p-ocimen (38,7%), pracen y-terpinenom (22,0%)
i (E)-B-ocimenom (16,4%). Ovakvi rezultati headspace analize nagovestavaju da ce

najverovatnije i hemijski sastav etarskih ulja biti drasti¢no razlicit.

Tabela 10. Uporedni hemijski sastav etarskih ulja nadzemnih delova Chaerophyllum aureum
L. prikupljenih iste godine (2015) na razli¢itim lokacijama

Sadrzaj (%)

RI RA Komponente ETemska EKopaonik
849 844 (E)-3-Hexenol - 0,1
926 924 o-Tujen 0,3 0,1
934 932 o-Pinen 2,1 3,3
950 946 Kamfen 0,1 -
974 969 Sabinen 43,5 10,0
978 974 B-Pinen 2,2 2,8
991 988 Mircen 171 3,2
1006 1002 o-Felandren 0,3 0,5
1020 1014 o-Terpinen 0,5 0,2
1025 1020 p-Cimen 1,3 2,0
1031 1024 Limonen - 35
1032 1025 B-Felandren 8,8 ’
1038 1032 (Z)-p-Ocimen 2,1 0,8
1044 1036 Benzen acetaldehid 0,1 -
1049 1044 (E)-B-Ocimen 1,8 24,8
1060 1054 y-Terpinen 4.4 8,0
1069 1065 cis-Sabinen hidrat 0,7 tr
1089 1086 Terpinolen 3,0 26,0
1098 1095 Linalol - 0,4
1099 1098 trans-Sabinen hidrat 0,6 -
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1110 1110 1-Okten-3-il-acetat 0,1 tr
1123 1118 cis-p-Ment-2-en-1-ol 0,2 0,1
1141 1133 cis-p-Ment-2,8-dien-1-ol - 0,3
1179 1174 Terpinen-4-ol 2,5 0,3
1186 1179 p-Cimen-8-ol 0,1 05
1187 1183 Kripton 0,1 -
1192 1186 a-Terpineol 0,1 tr
1197 1195 cis-Piperitol tr -
1210 1207 trans-Piperitol 0,1 -
1425 1417 (E)-Kariofilen 0,7 0,6
1461 1452 o-Humulen 0,1 0,2
1489 1484 Germakren D 3,5 54
1499 1491* (Z,E)-a-Farnezen 0,3 0,3
1500 1493 o-Zingiberen - 0,3
1504 1500 Biciklogermakren 0,5 0,7
1510 1505 (E,E)-a-Farnezen 0,1 0,2
1522 1513 y-Kadinen 0,1 0,1
1525 1517 Miristicin - 0,1
1527 1521 B-Seskvifelandren - 0,4
1529 1522 5-Kadinen 0,3 0,3
1543 1537 o-Kadinen - tr
1563 1561 (E)-Nerolidol 0,1 tr
1585 1574 Germakren D-4-ol 1,3 1,0
1601 1594 Karotol - 0,1
1644 1639 allo-Aromadendren epoksid - 0,4
1648 1640 t-Murolol 0,3 tr
1652 1644 o-Murolol 0,1 tr
1662 1652 o-Kadinol 0,4 0,3

Ukupan % identifikovanih jedinjenja99,9 97,3
Broj identifikovanih komponenata 38 42

Monoterpeni 91,8 86,8
Ugljovodoni¢ni 875 85,2
Oksigenovani 4,3 1,6
Seskviterpeni 7,8 10,3
Ugljovodoni¢ni 5,6 8,5
Oksigenovani 2,2 1,8
Ostali 0,3 0,2

Fitohemijska analiza uzoraka etarskih ulja izolovanih iz biljke C. aureum prikupljenih
iste godine, ali na razicitim lokacijama, ukazuje da klimatski uslovi, kao i podloga na kojoj
raste biljka imaju veliki uticaj na sastav etarskog ulja ove biljne vrste. Glavne komponente
identifikovane u ispitivanim uzorcima nisu iste, i §to je jo§ zanimljivije, dominantno
jedinjenje (sabinen), koji u uzorku iz Temske predstavlja skoro polovinu ukupnog sastava
etarskog ulja, predstavlja samo 10% uzorka sa Kopaonika. S druge strane, dve glavne
komponente identifikovane u uzorku sa Kopaonika ((E)-B-ocimen i terpinolen) u uzorku iz

Temske su prisutne u procentu manjem od 5%.
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Tabela 11. Uporedni hemijski sastav lako isparljivin komponenata nadzemnih delova
Chaerophyllum aureum L. prikupljanih razli¢itih godina na istoj lokaciji (Temska)

Sadrzaj (%0)

Rl RA Komponente HS2015 HS2018
801 801 n-Heksanal 01 -
926 924 a-Tujen 05 03
934 932 a-Pinen 22 16
950 946 Kamfen 0,1 01
974 969 Sabinen 76,3 48,6
978 974 B-Pinen 33 39
991 988 Mircen 89 21,0
1004 998 n-Oktanal - tr
1006 1002 a-Felandren tr 0,6
1020 1014 a-Terpinen 03 05
10251020 p-Cimen 02 14
10311024 Limonen 13 -
1032 1025 B-Felandren ’ 17,7
10381032 (Z)-p-Ocimen 19 tr
1049 1044 (E)-B-Ocimen 04 tr
1060 1054 y-Terpinen 09 35
1069 1065 cis-Sabinen hidrat 19 tr
1089 1086 Terpinolen 03 04
1091 1089 p-Cimenen - tr
1098 1095 Linalol - 0,1
1099 1098 trans-Sabinen hidrat - tr
11101110allo-Ocimen - tr
11141112 B-Tujon 01 -
11791174 Terpinen-4-ol 0,1 0.2
14251417 (E)-Kariofilen 01 tr
1461 1452 a-Humulen - tr
1481 1478 y-Murolen 0,6 -
1489 1484 Germakren D - 0,1
1504 1500 Biciklogermakren 0,1 tr

Ukupan % identifikovanih jedinjenja 99,6 100
Broj identifikovanih komponenata 22 25

Monoterpeni 98,7 99,9
Ugljovodoni¢ni 96,7 99,6
Oksigenovani 20 0,3
Seskviterpeni 08 0,1
Ugljovodoni¢ni 08 01
Oksigenovani - -
Ostali 01 -

Rezultati headspace analize uzoraka Chaerophyllum aureum L. prikupljenih 2015. i
2018. godine na lokaciji Temska ukazuju na uocljive razlike u kvantitativnom sastavu lako
isparljivin komponenata. U oba uzorka, glavna komponenta je sabinen, s tim sto je u uzorku

iz 2015. godine on zastupljen sa relativnim udelom od ¢ak 76,3%, dok je u uzorku iz 2018.
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godine prisutan u znatno manjem procentu (48,6%). Pored sabinena, mircen (21%) i B-
felanderen (17,7%) takode predstavljaju znac¢ajne komponente u uzorku iz 2018. godine, dok
su u uzorku iz 2015. godine prisutni u daleko manjem procentu.

Tabela 12. Uporedni hemijski sastav etarskih ulja nadzemnih delova Chaerophyllum aureum
L. prikupljanih razli¢itih godina na istoj lokaciji (Temska)

Sadrzaj (%0)

Rl RA Komponente E2o015 E2018
926 924 a-Tujen 0,3 0,3
934 932 o-Pinen 21 19
950 946 Kamfen 0,1 01
974 969 Sabinen 43,5 355
978 974 B-Pinen 22 20
991 988 Mircen 17,1 19,6
1006 1002 a-Felandren 03 10
1020 1014 a-Terpinen 05 0,8
10251020 p-Cimen 1,3 05
1032 1025 B-Felandren 8,8 19,7
10381032 (Z)-p-Ocimen 2,1 09
1044 1036 Benzen acetaldehid 0,1 01
1049 1044 (E)-B-Ocimen 18 0,3
1060 1054 y-Terpinen 44 55
1069 1065 cis-Sabinen hidrat 0,7 0,7
10891086 Terpinolen 3,0 09
1099 1098 trans-Sabinen hidrat 0,6 0,6
11161110 1-Okten-3-il-acetat 0,1 0,1
11231118 cis-p-Ment-2-en-1-ol 02 0,3
11411137 cis-Verbenol - 0,2
1146 1140 trans-Verbenol - 0,1
11591157 (E)-2-Nonen-1-al - 0,1
11691166 p-Ment-1,5-dien-8-ol - tr
11791174 Terpinen-4-ol 25 33
11861179 p-Cimen-8-ol 01 -
1187 1183 Kripton 01 -
11921186 a-Terpineol 0,1 0,2
1197 1195 cis-Piperitol tr 0,1
12101207 trans-Piperitol 0,1 01
12351232 Timol, metil etar - 0,1
14251417 (E)-Kariofilen 0,7 0,1
14611452 a-Humulen 01 -
1489 1484 Germakren D 35 30
1499 1491 (Z,E)-a-Farnezen 0,3 0,2
1504 1500 Biciklogermakren 05 04
15101505 (E,E)-o-Farnezen 01 01
1522 1513 y-Kadinen 0,1 tr
1563 1561 (E)-Nerolidol 01 -
1585 1574 Germakren D-4-ol 1,3 04
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1648 1640 t-Murolol 0,3 0,1
1650 1644 a-Murolol 0,1 -
1662 1652 a-Kadinol 04 0,2

Ukupan % identifikovanih jedinjenja 99,9 100
Broj identifikovanih komponenata 37 37

Monoterpeni 91,8 94,6
Ugljovodoni¢ni 87,5 89,0
Oksigenovani 43 56
Seskviterpeni 78 50
Ugljovodoni¢ni 56 4,3
Oksigenovani 22 0,7
Ostali 03 04

Poredenjem hemijskog sastava etarskih ulja izolovanih iz nadzemnih delova biljne
vrste Chaerophyllum aureum L. sa podrucja Temske prikupljanih 2015. i 2018. godine moze
se zakljuciti da se sastav etarskog ulja nije bitno promenio ni kvalitativnho a ni u pogledu
kvantitativnog sastava. Jedina znacajna razlika se ogleda u sadrzaju B-felandrena, koji je u
uzorku koji je bran 2015. godine prisutan sa udelom od 8,8% dok u uzorku iz 2018. godine

predstavlja drugu po zastupljenosti komponentu sa 19,7%.

4.1.3. Hemijski sastav lako isparljivin komponenata i etarskih ulja
biljne vrste Chaerophyllum bulbosum L.

Hemijski sastav isparljivih sastojaka biljne vrste C. bulbosum dobijenih primenom
staticke headspace metode je prikazan u Tabeli 13. Ugljovodoni¢ni monoterpeni predstavljaju
dominantnu klasu svih ispitivanih uzoraka, pri ¢emu je (E)-B-ocimen identifikovan kao glavna
komponenta. Ugljovodoni¢ni monoterpeni ¢ine 100% lako isparljivih komponenata dobijenih
iz nadzemnih delova biljke sa (E)-B-ocimenom koji predstavlja preko 90% sastava svih
ispitivanih uzoraka. U uzorku korena, u kome je identifikovano 20 jedinjenja (99,9% od
ukupnog sastava), najzastupljenija jedinjenja su takode ugljovodoni¢ni monoterpeni (99,3%)
sa (E)-B-ocimenom (46,1%) kao glavnom komponentom, a potom slede limonen (14,9%), v-
terpinen (12,5%), p-cimen (11,1%) i a-pinen (10,9%) kao komponente prisutne u znacajnom

procentu. Prisutni su i ugljovodoni¢ni seskviterpeni, ali sa sadrzajem od samo 0,4%.
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Tabela 13. Hemijski sastav lako isparljivin komponenata nadzemnog dela (HSwn), cvasti
(HSc), stabljike (HSs) i korena (HSk) biljne vrste Chaerophyllum bulbosum L.

Sadrzaj (%0)

Rl RA Komponente HSN HSc HSs HSk
928 924 a-Tujen - tr - 01
934 932 a-Pinen 0,3 0,3 0,3 10,9
950 946 Kamfen - - - 01
974 969 Sabinen - tr - 07
978 974 B-Pinen 04 18 - 0,2
991 988 Mircen 0,1 0,1 02 1,0
1003 998 n-Oktanal - - - 02
1006 1002 a-Felandren - - -t
1014 1014 a-Terpinen - - - 01
1025 1020 p-Cimen 0,6 04 22 111
1031 1024 Limonen 03 0,1 1,1 149
10381032 (Z)-p-Ocimen 04 03 04 09
1049 1044 (E)-B-Ocimen 96,1 95,6 93,4 46,1
1060 1054 y-Terpinen 18 14 24 125
1086 1086 p-Cimenen - - - 07
1141 1137 (E)-Epoksi-ocimen - tr - -
12931289 Timol - - -t
1422 1413 B-Funebren - - - 01
1452 1440 B-Barbaten - - - 01
1463 1449 Amorfa-4,11-dien - - - 01
1512 1505 B-Bisabolen - - 0,1

Ukupan % identifikovanih jedinjenja 100 100 100 99,9
Broj identifikovanih komponenata 8 11 7 20

Monoterpeni 100 100 100 99,3
Ugljovodoni¢ni 100 100 100 99,3
Oksigenovani - - - -

Seskviterpeni - - - 04
Ugljovodoni¢ni - - - 04
Oksigenovani - - - -

Ostali - - - 02

Hemijski sastav etarskih ulja dobijenih iz razli¢itih delova biljne vrste Chaerophyllum
bulbosum L. su prikazani u Tabeli 14. Analiziraju¢i prikazane podatke uzoraka etarskih ulja
moze se uociti slicna pravilnost sa aspekta kvalitativne i kvantitativne raspodele klasa

jedinjenja kao i kod headspace analize uzoraka.
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Tabela 14. Hemijski sastav etarskih ulja nadzemnog dela (En), cvasti (Ec), stabljike (Es) i
korena (Ek) biljne vrste Chaerophyllum bulbosum L.

Sadrzaj (%)

Rl RA Komponente En Ec Es Ek
934 932 o-Pinen 0,4 0,2 0,7 2,0
974 969 Sabinen tr - tr 09
978 974 pB-Pinen 0310 - 0.2
991 988 Mircen 0,2 0,1 0,3 0,9
1003 998 n-Oktanal - - - 05
1014 1014 o-Terpinen - - - 01
1025 1020 p-Cimen 08 01 1,2 3,3
1031 1024 Limonen 0,3 0,1 04 152
1038 1032 (Z)-B-Ocimen 15 08 16 1,0

1049 1044 (E)-p-Ocimen 91,594,687,938,5
1060 1054 y-Terpinen 41 18 58 11,7
1091 1089 p-Cimenen 01 - 0307
1121 1118 cis-p-Ment-2-en-1-ol - - - 06
1141 1137 (E)-Epoksi-ocimen - - - 16
1158 1157 (E)-2-Nonen-1-al - - - 04
1176 1174 Terpinen-4-ol - - - 03
1186 1184 Dill etar - - - 01
1187 1183 Kripton - - - 01
1192 1186 a-Terpineol - - - tr
1196 1195 cis-Piperitol - - - 01
1198 1195 Metil ¢avikol - - - 02
1208 1207 trans-Piperitol - - - 05
1220 1215 trans-Karveol - - -t
1229 1232 Timol, metil etar - - - 02
1235 1232* 1zotimol, metil etar - - - 07
1256 1249 Piperiton - - - tr
1261 1260 (E)-2-Decenal - - - 02
1287 1287 Bornil acetat - - - 04
1291 1289 Timol - - -t
1316 1315 (E,E)-2,4-Dekadienal - - - tr
1358 1356 Eugenol - - - tr
1380 1374 o-Kopaen - - - tr
1382 1380 Daucen - - -t
1402 1396 o-Camipinen - - - 02
1415 1407 o-Barbaten - - - tr
1422 1413 B-Funebren - - - 23
1426 1419 B-Cedren - - - 05
1436 1429 cis-Tujopsen - - - 01
1441 1436 lzobazanen - - -t
1444 1440 (Z)-B-Farnezen - - -t
1452 1440 B-Barbaten - - - 12
1459 1454 (E)-p-Farnezen - 02 - 05
1463 1456* Amorfa-4,11-dien - - - 15
1483 1476 B-Camigren - - - 05
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1489 1484 Germakren D 0103 - -
1496 1493 o-Zingiberen - - -t
1499 1498 B-Alasken - - - 04
1504 1500 Biciklogermakren 02 05 - -
1505 1501 Epizonaren - - - 01
1513 1505 B-Bisabolen - - - 15
1516 1512 o-Alasken - - - 05
1520 1517 Miristicin - - - 51
1534 1530 Dauka-4(11),8-dien - - - 03
1537 1532 y-Kuprenen - - - 02
1556 1555 Elemicin - - - 02
1561 1556 trans-Dauka-4(11),7-dien - - -t
1566 1561 (E)-Nerolidol - - - tr
1587 1577 Spatulenol - - - tr
1596 1589 allo-Cedrol - - - 02
1608 1600 Cedrol - - - 05
2038 2035 (Z)-Falkarinol 1,9

Ukupan % identifikovanih Jedlnjenja 99,699,7 98,2 98,3
Broj identifikovanih komponenata 12 12 9 59

Monoterpeni 99,398,798,277,6
Ugljovodoni¢ni 99,398,798,274,5
Oksigenovani 3,1
Seskviterpeni O 3 1 0 - 106
Ugljovodoni¢ni 0,3 1,0 - 9,8
Oksigenovani - - - 08
Ostali - - - 101

Etarska ulja dobijena iz nadzemnih delova biljke se sastoje od preko 98%
ugljovodoni¢nih monoterpena sa (E)-p-ocimenom kao glavnom komponentom. lako je u svim
uzorcima dominantna komponenta (E)-B-ocimen, dve osnovne karakteristike razlikuju etarsko
ulje dobijeno iz korena od etarskih ulja dobijenih iz nadzemnih delova i to: broj
identifikovanih komponenti (59 u korenu, 9 u stablu sa listovima i 12 u cvetu i celokupnom
nadzemnom delu) i prisustvo oksigenovanih mono- i seskviterpena u uzorku korena koji nisu
detektovani ¢ak ni u tragovima u nadzemnim delovima biljke. U etarskom ulju korena (E)-p-
ocimen je bio prisutan sa udelom od 38,5%, zatim limonen (15,2%) i y-terpinen (11,7%), za
razliku od etarskih ulja iz nadzemnih delova u kojima (E)-p-ocimen ¢ini 94,6% cvasti, 87,9%

stabljike i 91,5% celokupnog sadrzaja ulja dobijenog iz nadzemnog dela.
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Tabela 15. Uporedni hemijski sastav lako isparljivin komponenata nadzemnih delova biljne
vrste Chaerophyllum bulbosum L. prikupljanih razli¢itih godina na istoj lokaciji (Vlasina)

Sadrzaj (%0)

Rl RA Komponente HS2013 HS2018
934 932 a-Pinen 02 03
974 969 Sabinen tr -
978 974 B-Pinen 09 04
991 988 Mircen 02 01
1025 1020 p-Cimen 1,1 0,6
1031 1024 Limonen 03 03
1038 1032 (Z)-B-Ocimen 05 04
1049 1044 (E)-p-Ocimen 95,9 96,1
1060 1054 y-Terpinen 09 18

Ukupan % identifikovanih jedinjenja100 100
Broj identifikovanih komponenata

Monoterpeni 100 100
Ugljovodoni¢ni 100 100
Oksigenovani - -
Seskviterpeni - -

Ugljovodoni¢ni -
Oksigenovani -
Ostali -

Uvidom u rezultate o hemijskom sastavu lako isparljivin komponenata biljne vrste C.

bulbosum L., prikupljenog sa iste lokacije ali razli¢itih godina (vremenski period od 5 godina

izmedu branja), dolazimo do zakljucka da je sastav gotovo identican, kako po pitanju broja

identifikovanih komponenti tako i u pogledu procentualnog sastava istih (Tabela 15).
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Tabela 16. Uporedni hemijski sastav etarskih ulja nadzemnih delova biljne vrste
Chaerophyllum bulbosum L. prikupljenih razli¢itih godina na istoj lokaciji (Vlasina)

Sadrzaj (%)

Rl RA Komponente E2013 E2018
934 932 a-Pinen tr 0,4
974 969 Sabinen 0,1 tr
978 974 B-Pinen 02 03
991 988 Mircen 0,3 0,2
1014 1014 a-Felandren tr -
10251020 p-Cimen 04 08
10311024 Limonen 04 03
10381032 (Z)-p-Ocimen 0,7 16
10491044 (E)-B-Ocimen 90,4 91,5
1060 1054 y-Terpinen 33 41
1086 1086 Terpinolen 28 -
1091 1089 p-Cimenen - 0,1
1459 1454 (E)-B-Farnezen 03 -
1489 1484 Germakren D 05 01
1504 1500 Biciklogermakren 03 0.2
1527 1521 B-Seskvifelandren 0,3 -

Ukupan % identifikovanih jedinjenja 100 99,6
Broj identifikovanih komponenata 15 12

Monoterpeni 98,6 99,3
Ugljovodoni¢ni 98,6 99,3
Oksigenovani - -
Seskviterpeni 1,4 03
Ugljovodoni¢ni 14 -
Oksigenovani - -
Ostali - -

Rezultati analize etarskih ulja izolovanih iz C. bulbosum se u potpunosti slazu sa
rezultatima dobijenim headspace analizom tj. i kvalitativni i kvantitativni sastav etarskih ulja
ove biljne vrste je ostao gotovo nepromenjen. Ovo je jako bitno sa aspekta izolovanja

komponenti od interesa.

4.1.4. Hemijski sastav lako isparljivih komponenata i etarskih
ulja biljne vrste Chaerophyllum coloratum L.

Hemijski sastav headspace analize lako isparljivin komponenata i etarskih ulja

izolovanih iz biljne vrste Chaerophyllum coloratum L. je prikazan u Tabelama 17 i 18.
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Tabela 17. Hemijski sastav lako isparljivin komponenata nadzemnog dela (HSn), cvasti
(HSc), ploda (HSp), stabljike (HSs) i korena (HSk) biljne vrste Chaerophyllum coloratum L.

Sadrzaj (%)

Rl RA Komponente HSc HSs HSk HSp HSn
804 801 n-Heksanal - - 02 - -
852 850 (Z)-3-Heksenol - 01- - 01
901 901 n-Heptanal - - 01 - -
926 924 a-Tujen 01 - 0,7 tr -
934 932 a-Pinen 32 49 12,72,0 3,0
947 946 Kamfen tr tr 01 - tr
974 969 Sabinen 04 01 06 02 tr
978 974 B-Pinen 12,21,7 38,14,7 6,2
991 988 Myrcen 1,2 15 01 09 16
1003 998 n-Oktanal - - 04 tr tr
1006 1002 a-Felandren 03 02 - 010,
10251020 p-Cimen 04 09 18,80,8 1,0
10311025 B-Felandren 95 6,5 28 2,1 42
1038 1032 (Z)-B-Ocimen 43,369,37,1 46,751,7
1049 1044 (E)-B-Ocimen 26,410,40,6 38,127,2
1060 1054 y-Terpinen 10 09 14222 1,1
1089 1086 Terpinolen 1,7 1529 13 10
11281128 allo-Ocimen tr 05- - 05
11311128 (Z)-Epoksi-ocimen tr 05 01 tr 03
11411137 (E)-Epoksi-ocimen - - - - tr
12351232 Timol, metil etar - - 03 - -
1425 1417 (E)-Kariofilen - 02- - 01
1459 1454 (E)-B-Farnezen 01 - - 10 14
1489 1484 Germakren D - tr - tr 01

Ukupan % identifikovanih jedinjenja 96,8 94,8 98,5 90,4 95,6
Broj identifikovanih komponenti 16 17 17 16 20

Monoterpeni 16,00,3 10,510 0,4
Ugljovodoni¢ni 1590,3 105- 04
Oksigenovani 01 - - 10 -

Seskviterpeni 73,575,673,824,591,1
Ugljovodoni¢ni 58,4 68,160,7 23,050,4
Oksigenovani 15,175 13,115 40,7
Diterpeni 02 0102 - 01
Ostali 7,1 18,814,064,64,0

U svim analiziranim uzorcima, najdominantnije komponente pripadaju Klasi
ugljovodoni¢nih monoterpena koji predstavljaju preko 97% identifikovanih isparljivih
sastojaka. (Z)-B-Ocimen i (E)-B-ocimen kao glavne komponente u uzorcima nadzemnih
delova biljke, zajedno ¢ine preko 70% ukupnih isparljivih sastojaka. B-Pinen (38,1%), pracen
p-cimenom (18,8%), y-terpinenom (14,2%) i a-pinenom (12,7%) zajedno ¢ine preko 83%

lako isparljivih jedinjenja prisutnih u uzorku korena.
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Rezultati analize hemijskog sastava etarskih ulja dobijenih iz razli¢itih delova biljne
vrste Chaerophyllum coloratum L. su prikazani u Tabeli 18.

Tabela 18. Hemijski sastav etarskih ulja nadzemnog dela (En), cvasti (Ec), stabljike (Es),
ploda (Ep) i korena (Ex) biljne vrste Chaerophyllum coloratum L.

Sadrzaj (%)

Rl RA Komponente En Ec Es Ep Ek
926 924 o-Tujen 0,1 01 tr 021 -
934 932 o-Pinen 2,3 20 26 22 15
947 946 Kamfen tr tr tr 01 -
974 969 Sabinen 0,3 0,2 0,1 04 0,2
978 974 B-Pinen 54 59 1,7 7,7 6,8
991 988 Mircen 14 16 14 15 0,3
1003 998 n-Oktanal - - - - 11
1006 1002 o-Felandren 04 05 05 05 tr
1008 1008 65-3-Karen - - tr tr o tr
1014 1014 o-Terpinen tr tr tr tr tr
1025 1020 p-Cimen 0,3 0,3 06 04 6,1
1031 1025 B-Felandren 7,7 11,010,59,7 3,9
1038 1032 (Z)-p-Ocimen 45,446,347,644,914,0
1049 1044 (E)-B-Ocimen 16,8 22,220,621,33,7
1060 1054 y-Terpinen 14 11 1,7 1,7 11,9
1089 1086 Terpinolen 3,3 42 40 26 41
1094 1095 6-Kamfenon - - - - 02
1099 1095 Linalol - - - - 02
1103 1100 n-Nonanal tr tr - - 02
1120 1118 cis-p-Ment-2-en-1-ol - - - - 01
1128 1128 allo-Ocimen 04 04 05 04 -
1131 1128 (Z)-Epoksi-ocimen 0,1 01 02 01 -
1141 1137 (E)-Epoksi-ocimen tr tr 01 - -
1144 1138* Epoksiterpinolen - - - - 04
1158 1157 (2E)-Nonen-1-al - - - - 07
1166 1166 p-Ment-1,5-dien-8-ol - - - - 03
1176 1174 Terpinen-4-ol - tr 01 - 05
1184 1179 p-Cimen-8-ol - - - - 03
1185 1183 Kripton - tr 01 - -
1192 1186 a-Terpineol - - - 0104
1129 1232 Timol, metil etar - - - - 05
1235 1244* 1zotimol, metil etar - - - =22
1261 1260 (E)-2-Decenal - - - - 12
1285 1262* 1zotimol - - - - 03
1291 1289 Timol - - - - 15
1316 1315 (E, E)-2,4-Dekadienal - - - - 03
1380 1374 a-Kopaen 01 - 0101 -
1382 1399* 2,5-Dimetoksicimen 0,3 04 03 04 0,2
1394 1387 B-Kubeben - - 01- -
1425 1417 (E)-Kariofilen 0,8 0,8 1,2 05 -
1426 1424 2,5-Dimetoksi-p-cimen - - - - 05
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1434 1430 B-Kopaen

1459 1454 (E)-p-Farnezen
1489 1484 Germakren D
1504 1500 Biciklogermakren
1510 1505 (E,E)-o-Farnezen
1513 1505 B-Bisabolen
1520 1517 Miristicin

1527 1521 B-Seskvifelandren
1529 1522 5-Kadinen

1536 1529 (E)-y-Bisabolen
1566 1561 (E)-Nerolidol
1573 1565 (Z)-3-Heksenil benzoat
1587 1577 Spatulenol

1590 1582 Kariofilen oksid
1640 1636 Gosonorol

1683 1677 Apiol

1765 1759 Benzil benzoat
1662 1652 a-Kadinol

2038 2035 (Z)-Falkarinol
2100 2100 n-Heneikozan
2106 2106™* Fitol

2703 2700 n-Heptakozan
2903 2900 n-Nonakozan

11,110 0,3
1,7 10 138
0,3 04 07
0,101 01

01 tr 0,1
- tr -
- tr -
- - 01
- 01 0,2
- - 02

27 04 11
01 - -
04 12464

- - 01
- - 08

0,2
0,4
0,3

Ukupan % identifikovanih jedinjenja 96,8 94,8 98,5 90,4 95,6

Broj identifikovanih komponenata
Monoterpeni

Ugljovodoni¢ni

Oksigenovani

Seskviterpeni

Ugljovodoni¢ni

Oksigenovani

Diterpeni

Ostali

29 32 37 25 43
16,00,3 10,51,0 0,4
15,90,3 10,5-

01 - -

1,0

0,4

73,575,673,824,591,1
58,468,160,723,050,4
1517,5 13,115 40,7

0,2 01 0,2

0,1

7,1 18,814,064,64,0

Rezultati pokazuju da se sastav etarskog ulja dobijenog iz nadzemnih delova biljke
znatno razlikuje od sastava etarskog ulja izolovanog iz korena a da su sa druge strane razlike
izmedu hemijskog sastava etarskih ulja dobijenih iz razli¢itih delova nadzemnog dela biljke
zanemarljive. U etarskim uljima nadzemnih delova biljke kao dve najzastupljenije
komponente su identifikovani stereohemijski izomeri ocimena ((Z)-p-ocimen i (E)-B-ocimen)
koji zajedno Cine preko 60% ukupnog sastava etarskih ulja. Nasuprot tome, analizom
hemijskog sastava etarskog ulja korena, moze se uociti da glavna komponenta (Z)-falkarinol
(prisutan u procentnom sadrzaju od 24,7%), nije identifikovana u nadzemnim delovima biljke
¢ak ni u tragovima. U svim ispitivanim uzorcima ugljovodoni¢ni monoterpeni predstavljaju

dominantnu klasu jedinjenja, ali u nadzemnim delovima biljke je taj procenat znatno veci (ceo
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nadzemni deo 85,2%; cvast 95,8%; stablo sa listovima 91,8% i plod 93,5%) u odnosu na
koren (52,5%). Etarska ulja dobijena iz nadzemnih delova biljke se sastoje od
ugljovodoni¢nih mono- 1 seskviterpena dok su oksigenovani terpeni kao i ostale klase
jedinjenja u ovim uzorcima prisutni u zanemarljivom procentu (<1%). Sa druge strane,
ukoliko pogledamo hemijski sastav etarskog ulja korena, vidimo da je u ovom uzorku
najdominantnija komponenta (Z)-falkarinol koji pripada klasi poliacetilena.

4.1.5. Hemijski sastav lako isparljivih komponenata i etarskih
ulja biljne vrste Chaerophyllum hirsutum L.

Hemijski sastav headspace analize uzoraka i etarskih ulja izolovanih iz razli¢itih
delova biljne vrste Chaerophyllum hirsutum L. koji je prikupljen sa podrué¢ja Perucac, Bajina
Basta 2015.godine u fazi cvetanja je prikazan u Tabelama 19 i 20.

Tabela 19. Hemijski sastav lako isparljivin komponenata uzoraka cvasti (HSc), stabljike
(HSs) i korena (HSk) biljne vrste Chaerophyllum hirsutum L.

Sadrzaj (%)

Rl RA Komponente HSk HSs HSc
927 924 o-Tujen 2,0 0,3 04
934 932 o-Pinen 54 4,3 5,0
949 946 Kamfen 0,1 1,0 0,8
974 969 Sabinen 1,0 22,17,3
978 974 pB-Pinen 70 1,8 8,6
992 988 Mircen 0,5 56 10,9
1006 1002 a-Felandren 20,221 15
1012 1008 o-3-Karen - -t
1018 1014 o-Terpinen 01 - 02
1026 1020 p-Cimen 19,74,6 44
1031 1024 Limonen - 70 44
1032 1025 B-Felandren 28,33,0 2,0
1040 1032 (Z2)-p-Ocimen - 03 17
1050 1044 (E)-B-Ocimen - 0101
1062 1054 y-Terpinen 13,43,3 19,9
1069 1065 cis-Sabinen hidrat - - 01
1087 1083 Fenhon - 6,9 16
1090 1086 Terpinolen 08 - -
1091 1089 p-Cimenen 0,7 - -
1115 1114 endo-Fenhol - 8,1 0,7
1118 1118 egzo-Fenhol - 02 tr
1223 1218 endo-Fenhil acetat - 15,928,6
1234 1229 egzo-Fenhil acetat - - 01
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1236 1232 Timol, metil etar tr - -
1238 1244* 1zotimol, metil etar 01 - -
1293 1292* 1zobornil acetat - 0104
1381 1374 a-Kopaen - 01 -
1396 1389 B-Elemen - 01 -
1425 1417 (E)-Kariofilen - 18 -
1426 1419 B-Cedren - 20 -
1427 1421 B-Duprezianen - 21 -
1459 1454 (E)-p-Farnezen - 02 -
1461 1452 a-Humulen - 0,2 0,1
1481 1474 10-epi-B-Akoradien - 0501
1484 1481 y-Kurkumen - 01 -
1489 1484 Germakren D - 09 -
1499 1493 a-Zingiberen - 04 -
1504 1500 Biciklogermakren - 03 -
1529 1521 B-Seskvifelandren - 01 -
1702 1697 Akorenon B 2,0

Ukupan % identifikovanih Jedlnjenja 99,397,598,9
Broj identifikovanih komponenata 15 32 24

Monoterpeni 99,2 86,7 98,7
Ugljovodoni¢ni 99,2 55,567,2
Oksigenovani 31,2315
Seskviterpeni - 10,80,2
Ugljovodoni¢ni - 88 0,2
Oksigenovani 2,0 -
Ostali O 1 - -

Rezultati analize hemijskog sastava lako isparljivin komponenti uzoraka biljne vrste
Chaerophyllum hirsutum L. su prikazani u Tabeli 19. U uzorcima korena, stabljike i cvastima
je identifikovano ukupno 15, 32 i 24 komponente, respektivno; sto predstavlja 99,3%, 97,5% i
98,9% ukupno identifikovanih lako isparljivih sastojaka. U svim uzorcima monoterpeni su bili
dominantna klasa jedinjenja, ali su glavne komponente bile razli¢ite. Od svih ispitivanih
uzoraka, koren je imao najveci sadrzaj ugljovodoniénih monoterpena, koji ¢ine 99,2% uzorka,
gde je kao glavna komponenta identifikovan p-felandren sa sadrzajem od 28,3%. Sabinen
(22,1%) je glavna komponenta u uzorku stabla sa listovima, pracen endo-fenhil acetatom
(15,9%) i endo-fenholom (8,1%). Sto se ti¢e uzorka cvasti, endo-fenhil acetat (28,6%), y-

terpinen (19,9%) i mircen (10,9%) zajedno ¢ine preko 50% isparljivih sastojaka cvasti.
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Tabela 20. Hemijski sastav etarskih ulja cvasti (Ec), stabljike (Es) i korena (Ek) biljne vrste
Chaerophyllum hirsutum L.

Sadrzaj (%)

Rl RA Komponente Exk Es Ec
927 924 a-Tujen trtr tr
934 932 a-Pinen - 0205
949 946 Kamfen - tr 01
974 969 Sabinen 04 34 11
978 974 pB-Pinen 0,6 0,3 2,0
992 988 Mircen 0,2 09 20
1003 998 n-Oktanal tr - 01
1006 1002 o-Felandren 3,0 05 07
1012 1008 6-3-Karen trtr tr
1018 1014 a-Terpinen tr tr tr
1026 1020 p-Cimen 24 06 1,0
1031 1024 Limonen - - 12
1032 1025 pB-Felandren 52 05 1,0
1033 1026 1,8-Cineol - tr 01
1040 1032 (2)-B-Ocimen 47 0,1 0,8
1050 1044 (E)-B-Ocimen 25 0,1 0,1
1062 1054 y-Terpinen 15,815 6,4
1069 1065 cis-Sabinen hidrat 0,2 tr 0,2
1087 1083 Fencon - 06 0,6
1090 1086 Terpinolen 05 - 07
1091 1089 p-Cimenen 05 - -
1098 1095 Linalol - - 01
1099 1098 trans-Sabinen hidrat 02 tr -
1115 1114 endo-Fenhol tr 04 05
1118 1118 egzo-Fenhol - trotr
1123 1118 cis-p-Ment-2-en-1-ol 03 - -
1030 1028 allo-Ocimen tr - ftr
1141 1136 trans-p-Ment-2-en-1-ol 05 - -
1045 1041 Kamfor - - 01
1060 1057 (E)-2-Nonen-1-al 04 - tr
1181 1174 Terpinen-4-ol 2,8 0,2 0,1
1187 1179 p-Cimen-8-ol 02 - -
1193 1186 a-Terpineol 06 - 0.2
1198 1195 cis-Piperitol tr - -
1210 1207 trans-Piperitol 02 - -
1223 1218 endo-Fenhil acetat 34 98 19,1
1234 1229 egzo-Fenhil acetat - 0101
1236 1232 Timol, metil etar 2,7 tr -
1238 1244* Izotimol, metil etar 6,5 - -
1246 1241 Karvakrol, metil etar 04 - tr
1263 1260 (E)-2-Decenal 03 - -
1291 1289 Timol 12 - tr
1293 1292* Izobornil acetat tr 0,1 0,7
1296 1296* Izotimol 2,0 0,1 0,2
1381 1374 o-Kopaen tr tr 01
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1385
1388
1392
1421
1425
1426
1427
1441
1459
1461
1470
1476
1481
1484
1489

1380 Daucen

1387 B-Cubeben

1387 B-Bourbonen

1413 B-Funebren

1417 (E)-Kariofilen
1419 B-Cedren

1421 B-Duprezianen
1432 trans-a-Bergamoten
1454 (E)-B-Farnezen
1452 o-Humulen

1469 B-Akoradien

1471 Dauka-5,8-dien
1474 10-epi-p-Akoradien
1481 y-Kurkumen

1484 Germakren D

1497 1491* (Z,E)-o-Farnezen

1499
1504
1507
1508
1513
1521
1526
1529
1537
1537
1566
1583
1586
1592
1611
1618
1648
1675
1676
1678
1688
1702
1880
2042

1493 o-Zingiberen
1500 Biciklogermakren
1500 Izodaucen

1505 (E, E)-a-Farnezen
1505 B-Bisabolen
1514 (Z)-y-Bisabolen
1517 Miristicin

1521 B-Seskvifelandren
1528 cis-Kalamenen
1529 (E)-y-Bisabolen
1559 Germakren B
1574 Germakren D-4-ol
1577 Spatulenol

1582 Kariofilen oksid
1600 Cedrol

1608 Humulen epoksid I1
1638 t-Kadinol

1671 n-Tetradekanol
1672 5-iso-Cedranol
1668 B-Atlanton

1684 5-neo-Cedranol
1697 Akorenon B

1874 1-Heksadekanol
2035 (2)-Falkarinol

2114 2106* Fitol

04 - tr
09 tr 01
- 01 tr
tr 0,3 tr
04 12 tr
- 10 14
- 12 10
22 0,1 01
0,8 0,8 0,6
03 tr 0,3
- tr ftr
0,5 0,8 0,7
tr 05 04
tr 0,1 0,1
22 12 14
0,2 0,1 0,1
0,3 0,7 0,4
20 04 04
08 - 0,1
- 02 0,2
20 0,1 0,1
03 - tr
02 - -

05 04 0,3
- 0101
03 - -

08 - 0,1
05 04 0,6
04 - -

tr 0,1 tr

0219 14
- - 01
03 - -

02 - -

- 0503
- 04 tr

0,8 6,0 4,1
14,257,044,6
tr - -

79 - -

tr - tr

Ukupan % identifikovanih jedinjenja 97,3 95,0 98,8

Broj identifikovanih komponenata

Monoterpeni
Ugljovodoni¢ni
Oksigenovani
Seskviterpeni
Ugljovodoni¢ni
Oksigenovani
Ostali

68 53 67

44,619,339,4
35,88,1 17,6
8,8 11,221,8
31,175,659,1
14,79,3 8,0
16,466,351,1
21,60,1 0,3
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Rezultati analize hemijskog sastava etarskih ulja iz razli¢itih delova biljne vrste C.
hirsutum L. su prikazani u Tabeli 20. Analiza sastava etarskih ulja izolovanih iz cvasti,
stabljike i korena ukazuje da se hemijski sastav etarskog ulja prilicno razlikuje u odnosu na to
iz kog dela biljke je ulje izolovano. Etarsko ulje korena ima nizi sadrzaj seskviterpena
(31,1%) u poredenju sa etarskim uljima dobijenih iz stabljike (75,6%) i cvasti (59,1%).
Ukoliko pogledamo distribuciju ugljovodoni¢nih 1 oksigenovanih seskviterpena, u etarskom
ulju korena obe klase su bile prisutne u uporedivim koli¢inama (sa neSto ve¢im sadrzajem
oksigenovanih seskviterpena), dok u etarskom ulju cvasti i stabla preovladuju oksigenovani
seskviterpeni u odnosu na ugljovodoni¢ne seskviterpene. Sa druge strane, ukoliko
posmatramo monoterpene, u njihovom slucaju je prisutna obrnuta distribucija. U cvastima i
stablu, ugljovodonic¢ni i oksigenovani monoterpeni bili su prisutni u uporedivim koli¢inama,
dok su u etarskom ulju korena ugljovodoni¢ni monoterpeni bili zastupljeniji u odnosu na
oksigenovane monoterpene. U etarskom ulju izolovanom iz korena identifikovano je ukupno
68 jedinjenja, $to ¢ini 97,3% ukupnog sastava ulja. Ugljovodoni¢ni monoterpeni su
dominantna klasa jedinjenja (46,8%) sa y-terpinenom (15,8%) kao glavhom komponentom
ulja. Drugu po zastupljenosti klasu jedinjenja prisutnu u etarskom ulju ¢ine seskviterpeni, pri
¢emu su i ugljovodoniéni (14,7%) i oksigenovani (16,4%) zastupljeni sa sli¢nim sadrzajem. U
etarskom ulju korena je identifikovano prisustvo fenolnih jedinjenja (13,2%), dok su u
etarskim uljima iz nadzemnih delova ova jedinjenja prisutna u zanemarljivim koli¢inama
(0,1% u stablu i 0,2% u cvastima). U etarskim uljima izolovanih iz stabla sa listovima i cvasti,
u kojima je identifikovano 53 i 67 komponenata, glavnu Kklasu jedinjenja predstavljaju
oksigenovani seskviterpeni sa akorenonom B kao glavhom komponentom, koja predstavlja
57% stabla i 44,6% cvasti. Ovo jedinjenje je takode prisutno u znacajnoj koli¢ini i u etarskom
ulju korena (14,2%). Akorenon B zajedno sa endo-fenhil acetatom cini preko 60% ulja

dobijenih iz nadzemnih delova.

4.1.6. Hemijski sastav lako isparljivih komponenata i etarskih
ulja biljne vrste Chaerophyllum temulum L.

Rezultati dobijeni ispitivanjem hemijskog sastava lako isparljivih komponenti i
etarskih ulja dobijenih iz razli¢itih delova biljne vrste Chaerophyllum temulum L. koji je
prikupljan u dve fenofaze (fazi cvetanja i fazi plodonosenja) sa podrucja grada Nisa (Gorica

brdo), 2014. godine su prikazani u Tabelama 21 i 22.
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Tabela 21. Hemijski sastav lako isparljivih komponenata cvasti (HSc), stabljike u fazi
cvetanja (HSsc), nadzemnog dela u fazi cvetanja (HSnc), korena u fazi cvetanja (HSkc), ploda
(HSp), stabljike u fazi plodonosenja (HSsp), nadzemnog dela u fazi plodonosenja (HSnp) i
korena u fazi plodonosenja (HSkp) biljne vrste Chaerophyllum temulum L.

Sadrzaj (%)

RI RA Komponente HSc HSp HSsc HSsp HSke HSkp HSne HSNp
801 801 n-Heksanal 030103 01 06 tr 0,1 0,2
852 846 (E)-2-Heksanal 01 - 03 - - - tr -
852 850 (Z)-3-Heksenol - - AT - - - 0,3 -
867 863 n-Heksanol 0,7 - 0,7 - - - 0,2 -
900 900 n-Nonan - - - - 01 - - -
901 901 n-Heptanal 0,3 0,2 0,1 - 04 tr 0,1 01
926 924 o-Tujen 02 - 01 - 03 tr tr -
934 932 o-Pinen 7,7 3,3 63 17,7 75,1 18,6 10,4 4,7
950 946 Kamfen 01 - - 03 05 tr 0,1 -
974 969 Sabinen 06 02 05 09 01 tr 04 04
978 974 pB-Pinen 88 52 04 39 09 tr 28 1.1
988 981 6-Metil-5-hepten-2-on 04 - - - - - 0,3 -
991 988 Mircen 46 4,2 18115916 0,2 99 156
1003 998 n-Oktanal 16 37 01 07 16 05 10 11
1006 1002 a-Felandren - - - 04 - - - 0,5
1025 1020 p-Cimen 511951 18 34 29,1 35 3,0
1031 1025 B-Felandren 31,725,130,7 26,4 - - 30,2 37,7
1038 1032 (Z)-B-Ocimen 05 0,3 0,2 - - - 0,1 04
1049 1044 (E)-p-Ocimen 16,121,111,1 21,0 - - 11,5 25,0
1060 1054 y-Terpinen 091208 11 tr 09 03 14
1069 1063 n-Oktanol 01 - - - 0,1 tr - -
1099 1100 n-Undekan - - 28 - 6,6 02 44 -
1103 1100 n-Nonanal 02 - - - - - - -
1140 1137 trans-Limonen oksid - - - - 0,1 - - -
1143 1140 (E)-Miroksid 01 - - - - - - -
1159 1157 (E)-2-Nonen-1-al - - - - 0,1 - - -
1231 1232 Timol, metil etar - - - - - 15.3 - -
1236 1244* 1zotimol, metil etar - - - - 0,2 335 - -
1245 1241 Karvakrol, metil etar - - - - - 04 - -
1294 1293 2-Undekanon - - - - 0,2 - - -
1380 1374 o-Kopaen 02 41 04 - - - 0,2 tr
1387 1380 Daucen - - - - 04 tr - -
1390 1387 B-Burbonen - - 02 - - - tr 0,3
1394 1387 B-Kubeben 1,1 36 0,1 - - - 02 0,2
1425 1417 (E)-Kariofilen 03 - 14 04 - - 09 09
1439 1432 trans-a-Bergamoten - 0,7 - - 01 - - -
1459 1454 (E)-p-Farnezen 29 38 15 - 0,4 tr 32 04
1461 1452 o-Humulen 18 2,1 36 2,7 - - 41 2,7
1485 1479 ar-Kurkumen 06 29 - - 01 - - -
1489 1484 Germakren D 14 - 89 15 - - 57 15
1499 1491* (Z, E)-a-Farnezen 6,8 3,4 0,2 - - - 6,3 0,1
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1500 1493 a-Zingiberen 14 10 - - - - 0,7 01
1506 1500 a-Murolen - 31 - - - - - -
1510 1505 (E, E)-a-Farnezen 03 - - - - - - -
1513 1505 B-Bisabolen 0,6 33 - - 03 - 0,3 -
1529 1522 5-Kadinen - 10 - - - - - -
1536 1529 (E)-y-Bisabolen - - - - 03 tr - -
Ukupan %identifikovanih jedinjenja 97,5 95,598,6 94,8 93,5 99,6 97,2 97,4
Broj identifikovanih komponenata 31 23 25 15 24 19 29 22
Monoterpeni 76,462,573,3 89,4 82,0 48,8 69,2 89,8
Ugljovodoni¢ni 76,362,573,3 89,4 81,9 48,8 69,2 89,8
Oksigenovani 01 - - - 01 - - -
Seskviterpeni 17,429,016,3 46 16 - 21,6 6,2
Ugljovodoni¢ni 17,429,016,3 46 16 - 21,6 6,2
Oksigenovani - - - - - - - -
Ostali 3,7 40 90 08 99 508 64 14
Lako isparljive komponente identifikovane u wuzorcima razliCitih delova

Chaerophyllum temulum su navedene u Tabeli 21. Rezultati ukazuju na to da sastav lako

isparljivin komponenti zavisi pre svega od toga koji biljni organ je u pitanju, dok fenofaza

nema izrazen uticaj na hemijski sastav uzoraka. Najveca razlika se primecuje u poredenju

fitohemijskog sastava korena i nadzemnih delova biljke. Opsti zaklju¢ak koji se moze izvesti

je da su uzorci u fazi cvetanja bogatiji sto se tice broja prisutnih lako isparljivih jedinjenja i da

najvece razlike u sastavu pokazuju uzorci korena.

Tabela 22. Hemijski sastav etarskih ulja cvasti (Ec), stabljike u fazi cvetanja (Esc),
nadzemnog dela u fazi cvetanja (Enc), korena u fazi cvetanja (Exc), ploda (Ep), stabljike u fazi
plodonosenja (Esp), nadzemnog dela u fazi plodonosenja (Enp) i korena u fazi plodonosenja
(Exp) biljne vrste Chaerophyllum temulum L.

Sadrzaj (%)

Rl RA Komponente Ec Esc Enc Ekc Er Esp Enp Ekp
839 831 4-Hidroksi-4-metil-2-pentanon tr 01 tr tr tr 02 04 tr
852 850 (Z)-3-Heksenol - - tr - - - - -
901 901 n-Heptanal tr - - - - - - -
926 924 a-Tujen tr - - - - - - -
934 932 a-Pinen o1- 01- - - - -
974 969 Sabinen tr - tr - - - - -
978 974 B-Pinen o5- 01- - - - -
991 988 Mircen 05- 10- - - - -
1003 998 n-Oktanal 05 - 03tr tr - - -
1006 1002 o-Felandren 02 - 01- - - - -
1025 1020 p-Cimen 01 - tr - - - - -
1031 1025 B-Felandren 610141 - tr - - -
1038 1032 (Z)-p-Ocimen 05- 02- - - - -
1044 1036 Benzen acetaldehid tr - tr - - - - -
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1049 1044 (E)-B-Ocimen 74 02 45 - 04 tr - -
1060 1054 y-Terpinen 05- 04- - - - -
1069 1063 n-Oktanol tr - - - - - - -
1089 1086 Terpinolen tr - - - - - - -
1091 1087 2-Nonanon trr - - - - - - -
1099 1095 Linalol o1 - - 05- tr - 04
1103 1100 n-Nonanal 05- 02t - tr - -
1110 1110 1-Okten-3-il-acetat - - - - 04- - -
1112 1112 3-Metil-3-butenil 3-metilbutanoat 0,1 - - - - - - -
1122 1120 3-Oktanol acetat S (S
1159 1157 (E)-2-Nonen-1-al tr - tr tr tr - - tr
1179 1174 Terpinen-4-ol - - - tr - - - 01
1188 1183 Kripton tr - - 01- tr - tr
1192 1186 a-Terpineol tr - - tr - - - ftr
1204 1201 n-Dekanal tr - - - - tr - -
1235 1232 Timol, metil etar tr- - tr 06 0102 - 08
1256 1249 Piperiton - - - 05- - - 07
1261 1260 (E)-2-Decenal 02 - 0206 0202 01 05
1291 1289 Timol - - - tr - - - 01
1293 1293 2-Undekanon - - - tr - - - -
1316 1315 (E, E)-2,4-Dekadienal tr - - 03- - - 03
1344 1340 Piperitenon - - - 09- - - 10
1353 1345 o-Kubeben o1 - tr - - - - -
1380 1374 o-Kopaen 02 0504 - tr 0502 -
1387 1380 Daucen - - - 06- - - 05
1390 1387 B-Burbonen tr 0503- - 09 04 -
1394 1387 B-Kubeben 20 02 12 - 11 03 0,7 -
1395 1389 B-Elemen - 01- - - - - -
1400 1392 (Z)-Jasmon tr 01 tr - - - - -
1408 1408 n-Dodekanal tr - - 03- - - 01
1425 1417 (E)-Kariofilen 08 34 20 - 06 30 16 -
1434 1430 B-Kopaen tr 00302 - - 0402 -
1439 1432 trans-a-Bergamoten 02 010106 02 - 01 0,6
1459 1454 (E)-B-Farnezen 9,0 51 70 46 7,8 46 65 4,2
1461 1452 o-Humulen 3,1 10,16,0 - 4,2 8,1 6,9 -
1482 1478 y-Murolen 02 02 02 - 010202 -
1485 1479 ar-Kurkumen - - - 0413- - 02
1489 1484 Germakren D 6,6 38,420,10,3 3,8 32,519,70,2
1499 1491* (Z,E)-a-Farnezen 23,423 124- 13421 88 -
1500 1493 o-Zingiberen 30 20 39 14 86 14 57 2,0
1504 1500 Biciklogermakren 12 211315 06 1,0 0,8 1,0
1505 1500 Izodaucen - - - 11- - - 10
1506 1500 o-Murolen o5tr 04 - 0508 0,7 -
1510 1505 (E,E)-a-Farnezen 32 04 16 - 16 04 10 -
1513 1505 B-Bisabolen 1,3 09 1118 18 0,8 1,7 2,0
1519 1514 (Z)-y-Bisabolen - - - tr - - - -
1522 1513 y-Kadinen 1102 06 - 22 02 15 -
1527 1521 B-Seskvifelandren - - - 04- - - tr
1529 1522 6-Kadinen 19 07 11 - 2007 13 -
1536 1529 (E)-y-Bisabolen 04 05 05 93 05 04 05 9,0
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1539 1532 y-Kuprenen 010202t 0102- 01
1543 1537 o-Kadinen o1- - - tr - - -
1566 1561 (E)-Nerolidol 12 43 24 05 49 70 6,7 1,0
1573 1565 (Z)-3-Heksenil benzoat - 02- - - - - -
1585 1574 Germakren D-4-ol 90 - 76 - 276- 188-
1587 1577 Spatulenol tr 02 - 10 - 20 - 15
1590 1582 Kariofilen oksid - 0402- - 12 05 -
1617 1608 Humulen epoksid I1 02 09 03 - 06 18 1,0 -
1648 1640 t-Murolol 16 - 07 - 24- - -
1652 1644 o-Murolol 0302¢02- 0603- -
1662 1652 o-Kadinol 27 04 11 - 4005 16 -
1693 1687 Eudezma-4(15),7-dien-1-p-ol 011106 - 06 23 14 -
1696 1692 Akorenon - - - 10- - - 12
1722 1716 (E)-Nerolidil acetat tr - - - - - - -
1748 1740 Mint sulfid 1412 13 - 13 08 09 -
1836 1830* Neofitadien - 0202- - tr - -
1843 1843* 6,10,14-trimetil-2-Pentadekanon - - - 04- 04- 05
2029 2026 (E,E)-Geranil linalol 020102- 01- - -
2038 2035 (Z)-Falkarinol 03 11 10 61,7- 05 0,2 62,3
2100 2100 n-Heneikozan o1 - - - - - - -
2106 2106* Fitol 04 12464 - - 11605 -
2300 2300 n-Trikozan 04 0104 - - 0201 -
2400 2400 n-Tetrakozan o0rL- - - - - - -
2438 - Racvastialkan 0,7 0,2 06 - 0,2 04 03 -
2500 2500 n-Pentakozan o1- 01- - - - -
2599 2600- n-Heksakozan 1314 16 - 0515 10 -
2703 2700 n-Heptakozan oL - 02- - - - -
2800 2800 n-Oktakozan 010101- - tr - -
2903 2900 n-Nonakozan 08 1,7 14 - 13 2,7 25 -

Ukupan % identifikovanih jedinjenja 96,8 94,8 98,590,4 95,6 92,394,591,2
Broj identifikovanih komponenata 74 43 60 34 41 44 34 30

Monoterpeni 16,00,3 10,520 04 - - 22
Ugljovodoni¢ni 15903 105- 04 - - -

Oksigenovani 01- - 20- - 2,2
Seskviterpeni 73,575,673,824,591,173,688,524,4
Ugljovodoni¢ni 58,468,160,722,050,4 58,5 58,520.8
Oksigenovani 15,17,5 13,12,5 40,715,130,03,6
Diterpeni 0,6 12566 - 0,1 11,605 -

Ostali 6,7 6,4 7,6 63940 7,1 55 64,6

Jedinjenja koja su identifikovana u uzorcima etarskih ulja izolovanih iz razli¢itih
delova C. temulum L. su navedena u Tabeli 22. U svim uzorcima, osim u uzorcima korena,
najdominantnije komponente su bili ugljovodoni¢ni seskviterpeni. Ukoliko uporedimo
hemijski sastav etarskog ulja dobijenog iz cvasti sa etarskim uljem dobijenim iz ploda,
osnovna razlika je da su u uzorku cvasti identifikovani monoterpeni, koji ¢ine 16,0% etarskog

ulja, dok je ista ta frakcija u uzorku ploda zastupljena u znatno manjem relativnom procentu

81



Rezultati i diskusija

(0,4%). Na osnovu ove ¢injenice moze se zakljuciti da klasa monoterpenskih jedinjenja, ne

samo kvantitativno ve¢ i kvalitativno razlikuje etarska ulja cvasti i plodova.

Ovi rezultati, kao i rezultati dobijeni ispitivanjem lako isparljivih sastojaka, pokazuju
da hemijski sastav etarskog ulja ispitivane biljne vrste zavisi od toga iz kojih biljnih organa je
etarsko ulje izolovano. Etarska ulja izolovana iz korena su se jasno razlikovala od etarskih
ulja izolovanih iz nadzemnih delova biljke. (Z)-Falkarinol je glavna komponenta u etarskim
uljima korena (61,7% u fazi cvetanja (Exc) i 62,3% u fazi plodonosenja (Ekp)), dok je u
etarskim uljima izolovanim iz nadzemnih delova biljke ovo jedinjenje pronadeno u relativno
malim koli¢inama. (Z,E)-a-Farnezen je identifikovan kao glavna komponenta etarskog ulja
cvasti sa relativnim procentnim sadrzajem od 23,4%, dok etarsko ulje ploda ima germakren
D-4-ol (27,6%) kao glavnu komponentu prac¢enu (Z,E)-a-farnezenom (13,4%). Germakren D
je najdominantnija komponenta etarskog ulja stabljike (38,4% u fazi cvetanja i 32,5% u fazi
plodonos$enja), pracen fitolom (12,4% u fazi cvetanja i 11,6% u fazi plodonosenja) i a-
humulenom (10,1% u fazi cvetanja i 8,1% u fazi plodonosSenja). Znacajna razlika lezi u
sadrZzaju germakren D-4-ol-a: 27,6% u etarskom ulju ploda i 9% u etarskom ulju cvasti, dok u

etarskom ulju stabljike nije identifikovan ni u jednoj od ispitivanih faza.

Tabela 23. Uporedni hemijski sastav lako isparljivih komponenata nadzemnih delova
Chaerophyllum temulum L. prikupljenih iste godine (2015) na razli¢itim lokacijama

Sadrzaj (%)

RI RA Komponente HSnis HSBrze¢e HSTemska
801 801 n-Heksanal 0,1 0,7 0,1
852 846 (E)-2-Heksanal tr - -
852 850 (Z)-3-Heksenol 03 - -
867 863 n-Heksanol 02 - -
901 900 n-Nonan - - 0,1
901 901 n-Heptanal 01 01 0,2
928 924 «a-Tujen tr 0,2 0,3
935 932 a-Pinen 10,4 3,8 4,3
950 946 Kamfen 0,1 01 0,1
975 969 Sabinen 04 472 13,0
978 974 B-Pinen 2,8 134 111
989 981 6-Metil-5-hepten-2-on 03 - -
992 988 Mircen 99 54 11,6
1003998 n-Oktanal 1,0 0,3 0,3
10051002 o-Felandren - 0,5 0,5
10181014 o-Terpinen - 0,1 0,1
10261020 p-Cimen 35 54 11,7
10311025 pB-Felandren 30,2 20,2 244
10391032 (Z)-p-Ocimen 0,1 0,6 tr

82



Rezultati i diskusija

10491044 (E)-B-Ocimen 115 28,7 99
1060 1054 y-Terpinen 0,3 43 4,5
10901086 Terpinolen - 3,5 0,5
11001100 n-Undekan 44 0,2 1,2
11051100 n-Nonanal - - 0,1
12311232 Timol, metil etar - 1,3 0,1
1236 1244* Izotimol, metil etar - 54 0,3
13821374 o-Kopaen 02 01 0,1
13911387 pB-Burbonen tr - -
13951387 pB-Kubeben 02 - -
14281417 (E)-Kariofilen 09 01 0,3
14611454 (E)-p-Farnezen 32 - -
14641452 o-Humulen 41 04 0,7
1496 1484 Germakren D 57 0,3 3,5
1498 1491* (Z, E)-a-Farnezen 6,3 0,2 0,1
1502 1493 o-Zingiberen 0,7 01 -
1507 1500 Biciklogermakren - - 0,2
1516 1505 pB-Bisabolen 0,3

Ukupan % identifikovanih jedinjenja97,5 99,6 99,3
Broj identifikovanih komponenata 29 26 28

Monoterpeni 69,5 90,4 92,0
Ugljovodoni¢ni 69,5 90,4 92,0
Oksigenovani - - -

Seskviterpeni 21,6 1,2 4,9
Ugljovodoni¢ni 216 1,2 4.9
Oksigenovani - - -

Ostali 6,4 8,0 2,4

Ispitivani uzorci imaju slican kvalitativni sastav, dok se u Kkvantitativnom sastavu
UocCavaju razlike pre svega izmedu uzorka prikupljenog sa teritorije NiSa u odnosu na uzorke
sa Kopaonika i Temske. Ove razlike se odnose na procentualni sastav sa aspekta klasa
identifikovanih jedinjenja. U prvom uzorku (Ni§) seskviterpeni su prisutni u procentu od
21,6%, dok ova klasa jedinjenja ¢ini samo 1,2% drugog (Kopaonik) i 4,9% ukupnog sastava
tre¢eg uzorka etarskog ulja (Temska). Uporedenjem glavnih komponenata identifikovanih u
ispitivanim uzorcima, uocava se da je pB-felandren dominantan u uzocima iz Nisa i Temske,

dok je u uzorku sa Kopaonika (E)-p-ocimen identifikovan kao glavna komponenta.

83



Rezultati i diskusija

Tabela 24. Uporedni hemijski sastav etarskih ulja nadzemnih delova biljne
Chaerophyllum temulum L. prikupljenih iste godine (2015) na razli¢itim lokacijama

Sadrzaj (%)

Rl RA

Komponente

ENi§ EBrzec’e ETemska

853 850
866 863
902 901
928 924
935 932
975 969
978 974
992 988
1003 998
1006 1002
1026 1020
1031 1025
1034 1026
1039 1032
1044 1036
1049 1044
1060 1054
10711063
1090 1086
1100 1095
11001100
11051100
11141106
11121110
11141112
1160 1157
11801174
11891183
11921186
1206 1201
12121204
12241217
1236 1232

12431231
12631260
1289 1287
12931289
1300 1300
1302 1298
13171315
13511345
1360 1356
13741369
13821374

(2)-3-Heksenol

n-Heksanol
n-Heptanal
a-Tujen
o-Pinen
Sabinen
B-Pinen
Mircen
n-Oktanal
a-Felandren
p-Cimen
B-Felandren

Benzil alkohol
(2)-B-Ocimen
Benzen acetaldehid
(E)-B-Ocimen

y-Terpinen
n-Octanol
Terpinolen
Linalol
n-Undekan
n-Nonanal

Fenil etil alkohol
1-Okten-3-il-acetat

3-Metil-3-butenil 3-metilbutanoat

(E)-2-Nonen-1-al
Terpinen-4-ol

Kripton
a-Terpineol
n-Dekanal
Verbenon

B-Ciklocitral

Timol, metil etar
1234 1244* 1zotimol, metil etar
Karvakrol, metil etar
(E)-2-Decenal
Bornil acetat

Timol
n-Tridekan
Karvakrol

(E,E)-2,4-Dekadienal

a-Kubeben
Eugenol

Ciklosativen

a-Kopaen
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0,2
tr
tr

tr
0,1

tr
tr
tr
tr
tr

0,2
0,2
tr

tr
tr
tr
tr
tr
tr
tr

tr
tr
tr
tr
tr
04
tr
0,7

tr

tr
0,3
0,3
1,9
1,3
0,3
0,3
0,1
10,0

0,4

14,7
0,5
0,2
0,2
tr
0,2

0,1
0,1
tr
tr

0,1

tr
tr
04
0,2
tr
0,5
2,8

tr

3,0
1,6
tr
tr

0,3
tr

tr
tr
tr
tr
tr
tr

0,3
0,7
tr
tr

tr
tr
tr
tr

tr
0,6

vrste
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13851380 Daucen

1391 1387 B-Burbonen
13951387 B-Kubeben

1402 1392 (Z)-Jasmon

1410 1408 n-Dodekanal

1428 1417 (E)-Kariofilen
1436 1430 B-Kopaen

1441 1432 trans-a-Bergamoten
1461 1454 (E)-p-Farnezen
1464 1452 o-Humulen

1483 1478 y-Murolen
14931479 ar-Kurkumen

1496 1484 Germakren D

1498 1491* (Z,E)-a-Farnezen
1502 1493 «-Zingiberen

1507 1500 Biciklogermakren
1509 1500 a-Murolen
15131505 (E, E)-a-Farnezen
1516 1505 pB-Bisabolen

1521 1514 (Z)-y-Bisabolen
1524 1514 Kubebol

15311521 pB-Seskvifelandren
15311522 5-Kadinen
15371529 (E)-y-Bisabolen
15381531 (Z)-Nerolidol
15401532 y-Kuprenen
15441537 o-Kadinen
15691561 (E)-Nerolidol

1576 1565 (Z)-3-Heksenil benzoat
1585 1574 Germakren D-4-ol
1587 1577 Spatulenol
15931582 Kariofilen oksid
16031595 Salvial-4(14)-en-1-on
1608 1596 Fokienol
16201608 Humulen epoksid 11
16231618 1,10-di-epi-Kubenol
1636 1627 1-epi-Kubenol
1649 1640 epi-a-Murolol

1653 1644
1663 1652
1685 1685

o-Murolol
a-Cadinol
a-Bisabolol

tr -

0,2 tr
0,7 0,5
0,1 -

tr -
3,1 1,7
0,3 tr
0,1 tr
- tr

17,15,0
- 31
12,2 -

22,812,9
17,913,9

09 15
0,6 0,3
14 44
1,2 0,7
- 12
0,2 -

0,3 0,4
05 1,2
- 02
05 -

- 02
- tr

14 19
tr -

1,1 125
0,2 -

0,3 0,2
tr -

0,2 0,1
0,9 0,2
- tr

- 01
- 13
- 03
tr 25

1694 1685 Germakra-4(15),5,10(14)-trien-1- a-010,3 -

1694 1687 Eudezma-4(15),7-dien-1-p-ol
17001700 n-Heptadekan

1716 1715* n-Pentadekanal

17491740 Mint sulfid

17811779 14-hidroksi-a-Murolen

1808 1803 14-hidroksi-6-Kadinen

1818 1817* n-Heksadekanal

1841 1430* Neofitadien
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- 02
tr -
tr -
04 0,8
tr -
tr -
0,2 -

0,2
0,7
tr
tr
3,0
tr

7,7
50
tr

40,2
7,0
0,5
2,6

0,8
1,2

0,5

0.8
0.4

4,3
tr
6,2
tr
0,4
0,2

0,6
tr

tr

0,9
0,2
1,5
0,3
0,6

1,3
0,2

tr
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1847 1843* 6,10,14-trimetil-2-Pentadekanon 0,2 - tr
19001900 n-Nonadekan tr - -
19271921 Metil heksadekanoat tr - -
2021 2018* n-Oktadekanal tr - -
20332026 (E,E)-Geranil linalol 0,1 - -
20382035 (Z)-Falkarinol 0,2 - tr
2084 2082* n-Oktadekanol tr - -
21002100 n-Heneikozan tr - -
2118 2106* Fitol 48 0,1 0,6
23002300 n-Trikozan 0,3 - tr
24002400 n-Tetrakozan tr - -
2490 Racdvasti alkan 0,5 - -
2500 2500 n-Pentakozan tr - tr
2599 2600 n-Heksakozan tr - -
27032700 n-Heptakozan 24 0,1 0,3
28002800 n-Oktakozan tr - -
29032900 n-Nonakozan 19 01 0,3
Ukupan % identifikovanih jedinjenja 97,398,6 98,6
Broj identifikovanih komponenata 82 60 73
Monoterpeni - 30,2 83
Ugljovodoni¢ni - 30,0 8,3
Oksigenovani - 02 -
Seskviterpeni 85,266,6 86,3
Ugljovodoni¢ni 80,147,3 70,7
Oksigenovani 51 19,3 15,6
Diterpeni 49 0,1 06
Ostali 72 17 34

Hemijski sastav etarskih ulja izolovanih iz nadzemnih delova C. temulum prikupljanih
iste godine (2015) na tri razli¢ite lokacije ukazuje na to da razli¢ite podloge kao i klimatski
uslovi uti¢u na hemijski sastav izolovanih etarskih ulja. Uporedivanjem klase identifikovanih
jedinjenja, uocava se da postoje bitne razlike pre svega u sastavu monoterpenske frakcije.
Uzorak koji je prikupljen sa Kopaonika sadrzi 30,2% monoterpena, uzorak iz Temske 8,3%
dok se u uzorku koji je bran na teritoriji NiSa uoc¢ava potpuno odsustvo ove frakcije, Sto
ukazuje na to da se uzorci medusobno bitno razlikuju.
komponente ima germakren D (22,8%), (Z,E)-a-farnezen (17,9%) i a-humulen (17,1%); u
uzorku sa Kopaonika su (E)-B-ocimen (14,7%), (Z,E)-a-farnezen (13,9%) i germakren D

(12,9%) identifikovani kao dominantna jedinjenja, dok je u uzorku iz Temske germakren D

prisutan u procentu od 40,2%.
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Tabela 25. Uporedni hemijski sastav lako isparljivin komponenata nadzemnih delova biljne
vrste Chaerophyllum temulum L. prikupljenih razli¢itih godina na istoj lokaciji (Nis)

Sadrzaj (%)

Rl RA Komponente HS2014 HS2015 HS2017
801 801 n-Heksanal 01 20 05
851 846 (E)-2-Heksenal tr - -
852 850 (Z)-3-Heksenol 03 - 1,9
866 863 n-Heksanol 02 - 1,2
901 901 n-Heptanal 01 21 03
926 924 o-Tujen tr - -
934 932 o-Pinen 104 54 8,3
950 946 Kamfen 01 - -
962 952 Benzaldehid - 1,7 -
974 969 Sabinen 04 - 0,4
978 974 pB-Pinen 28 39 26
988 981 6-Metil-5-hepten-2-on 03 15 -
991 988 Mircen 99 24 145
1003 998 n-Oktanal 10 50 22
1006 1002 a-Felandren - - -
1025 1020 p-Cimen 35 23 43
1031 1025 B-Felandren 30,2 78 317
1033 1026 1,8-Cineol - tr -
1038 1032 (Z)-B-Ocimen 01 tr tr
1049 1044 (E)-p-Ocimen 115 26 93
1060 1054 y-Terpinen 03 16 0,7
1069 1063 n-Oktanol - tr -
1100 1100 n-Undekan 44 30 15
1105 1100 n-Nonanal 24 -
1380 1374 o-Kopaen 02 - 1,0
1390 1387 B-Burbonen tr - -
1394 1387 B-Kubeben 02 37 27
1425 1417 (E)-Kariofilen 09 36 07
1458 1454 (E)-p-Farnezen 32 - -
1461 1452 o-Humulen 41 105 5,3
1489 1484 Germakren D 5,7 18,2 4,9
1499 1491* (Z,E)-a-Farnezen 6,3 82 26
1502 1493 o-Zingiberen 0,7 61 -
1506 1500 o-Murolen - - 1,2
1513 1505 B-Bisabolen 03 26 14
1529 1522 5-Kadinen - - 0,4

Ukupan % identifikovanih jedinjenja97,0 96,6 99,6
Broj identifikovanih komponenata 29 24 24

Monoterpeni 69,2 26,0 71,8
Ugljovodoni¢ni 69,2 26,0 71,8
Oksigenovani - - -
Seskviterpeni 216 52,9 20,2
Ugljovodoni¢ni 21,6 529 20,2
Oksigenovani - - -
Ostali 6,2 176 7,6
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Rezultati dobijeni headspace analizom lako isparljivihn komponenata uzoraka C.
temulum, prikupljanih na istoj lokaciji ali razli¢itin godina, ukazuju na to da su uzorci brani
2014. i 2017. godine kvalitativno i kvantitativno uporedivi, dok se uzorak prikupljen 2015.
godine razlikuje sa aspekta glavnih komponenti kao i sa aspekta dominantne klase jedinjenja.

Tabela 26. Uporedni hemijski sastav etarskih ulja nadzemnih delova biljne vrste
Chaerophyllum temulum L. prikupljenih razli¢itih godina na istoj lokaciji (Nis)

Sadrzaj (%)

Rl RA Komponente E2014 E2015 E2017
839 831 4-Hidroksi-4-metil-2-pentanon tr - -
852 850 (Z)-3-Heksenol tr 02 0,6
866 863 n-Heksanol - tr -
901 901 n-Heptanal - tr -
926 924 a-Tujen - - -
934 932 a-Pinen 0,1 - -
974 969 Sabinen trtr -
978 974 B-Pinen 0,1 - 0,1
991 988 Mircen 10 - 0,7
1003998 n-Oktanal 03 01 0,7
1006 1002 o-Felandren 0,1 - -
10251020 p-Cimen tr - 0,1
10311025 pB-Felandren 41 tr 21
10341026 Benzil alcohol - tr -
10381032 (Z)-B-Ocimen 0,2 - -
1044 1036 Benzen acetaldehid trtr -
10491044 (E)-B-Ocimen 45 tr 27
1060 1054 vy-Terpinen 04 - 0,4
1069 1063 n-Oktanol - tr -
11001100 n-Undekan - 0,2 0,2
11031100 n-Nonanal 02 02 04
11101110 1-Okten-3-il-acetat - - 0,2
11591157 (E)-2-Nonen-1-al tr tr -
11881183 Kripton - tr -
11921186 o-Terpineol - tr -
12121204 Verbenon - tr -
12241217 pB-Ciklocitral - tr -
12291232 Timol, metal etar - tr 0,2
12351244 I1zotimol, metil etar tr tr 0,6
12611260 (E)-2-Decenal 02 tr 0,2
12911289 Timol - tr 0,2
1300 1300 n-Tridekan - tr -
1316 1315 (E,E)-2,4-Dekadienal - tr -
13531345 a-Kubeben tr - -
1360 1356 Eugenol - 04 -
13741369 Ciklosativen - tr -
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13801374
1387 1380
1390 1387
1394 1387
1400 1392
1408 1408
14251417
1434 1430
1439 1432
1446 1440
1459 1454
1461 1452
14821478
1485 1479
1489 1484

a-Kopaen
Daucen
B-Burbonen
B-Kubeben
(2)-Jasmon
n-Dodekanal
(E)-Kariofilen
B-Kopaen
trans-a-Bergamoten
[-Barbaten
(E)-p-Farnezen
a-Humulen
y-Murolen
ar-Kurkumen
Germakren D

1499 1491* (Z,E)-a-Farnezen

1500 1493
1504 1500
1505 1500
1506 1500
1510 1505
1513 1505
15191514
1522 1513
15241514
15271521
15291522
1536 1529
15381531
15391532
1560 1559
1566 1561
15731565
15851574
1587 1577
1590 1582
1603 1595
1608 1596
1617 1608
16311627
1648 1640
1652 1644
1662 1652
1685 1685
1694 1685
1693 1687
1696 1692
1699 1699
17001700
17481740

a-Zingiberen
Biciklogermakren
Izodaucen
a-Murolen
(E,E)-a-Farnezen
B-Bisabolen
(2)-y-Bisabolen
v-Kadinen

Kubebol
B-Seskvifelandren
d-Kadinen
(E)-y-Bisabolen
(2)-Nerolidol
v-Kuprenen
Germakren B
(E)-Nerolidol
(2)-3-Heksenil benzoat
Germakren D-4-ol
Spatulenol
Kariofilen oksid
Salvial-4(14)-en-1-on
Fokienol

Humulen epoksid 11
1-epi-Kubenol
T-Murolol
a-Murolol
a-Kadinol
a-Bisabolol

0,4
0,3
1,2
tr

2,0
0,2
0,1
7,0
6,0
0,2

20,1
12,4
3,9
1,3

0,4
1,6
1,1
0,6

1,1
0,5

0,2
2,4
7,6
0,2
0,3
0,7
0,2
1,1

Germakra-4(15),5,10(14)-trien-1- a-ol -

Eudezma-4(15),7-dien-1- p-ol

Akorenon
B-Sinensal
n-Heptadekan
Mint sulfid

89

0,6

1,3

0,7 0,7
tr -
0,2 0,3
0,7 24
0,1 -

tr -
3,1 19
0,3 0,2
0,1 0,3
- 0,1
17,1 9,7
- 0,4
12,2 -

22,8 15,1
17,9 10,3
0,9 0,9
06 1,6
14 -

1,2 31
- 0,2
0,2 0,8
03 -

05 25
- 0,7
05 -

- 0,4
15 4,0
tr -

1,1 17,8
0,2 -

0,3 -

tr 0,3
0,2 0,2
09 0,8
- 0,4
0,3 2,0
0,3 -

0,2 2,6
- 0,2
0,3 -

- 0,6
- 0,7
tr -

04 1,2
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1836 1830* Neofitadien 02 02 -
1843 1843* 6,10,14-trimetil-2-Pentadekanon - 0,2 -
20292026 (E,E)-Geranil linalol 02 01 01
20382035 (Z)-Falkarinol 1,0 0,2 -
21002100 n-Heneikozan - tr -
2106 2106* Fitol 6,4 48 1,8
23002300 n-Trikozan 04 03 -
2400 2400 n-Tetrakozan - tr -
2438 - Racdvasti alkan 06 05 -
2500 2500- n-Pentakozan 01 tr -
2599 2600 n-Heksakozan - tr -
27032700 n-Heptakozan 16 24 0,8
28002800 n-Oktakozan 01 tr -
29032900 n-Nonakozan 14 19 1,2

Ukupan % identifikovanih jedinjenja 98,5 98,2 95,7
Broj identifikovanih komponenata 60 82 50

Monoterpeni 10,5 - 6,1
Ugljovodoni¢ni 10,5 - 6,1
Oksigenovani - - -

Seskviterpeni 73,8 85,2 81,2
Ugljovodoni¢ni 60,7 80,1 50,8
Oksigenovani 13,151 304
Diterpeni 6,6 49 19
Ostali 76 81 65

Uzorci C. temulum su prikupljani na istoj lokaciji (Ni§, Gorica Brdo) u cilju ispitivanja
varijacija u hemijskom sastavu etarskih ulja iste biljne vrste sa iste lokacije ali branih
razli¢itih godina. Dobijeni rezultati ukazuju da uzorak iz 2015. godine ne sadrzi monoterpene,
za razliku od uzoraka iz 2014. i 2017. godine u kojima su monoterpeni identifikovani u
procentnom sadrzaju od 10,5% i 6,1%. Ovakvi rezultati dovode do zakljucka da je
monoterpenska frakcija najpodloznija uticaju klimatskih faktora, sto je i logi¢no, obzirom na
to da jedinjenja koja pripadaju ovoj klasi imaju nize tacke kljucnja u odnosu na ostale klase

prisutne u etarskim uljima.

Headspace uzorci prikupljeni na istoj lokaciji ali razli¢itin godina (Tabela 27) su
analizirani i dobijeni rezultati dovode do zakljucka da je doslo do promena u hemijskom

sastavu, pre svega u kvantitativnom smislu.
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Tabela 27. Uporedni hemijski sastav lako isparljivin komponenata nadzemnih delova biljne
vrste Chaerophyllum temulum L. prikupljenih razli¢itih godina na istoj lokaciji (Temska)

Sadrzaj (%0)

RI RA Komponente HS2015 HS2018
801 801 n-Heksanal 01 -
852 850 (Z)-3-Heksenol - 0,6
901 901 n-Heptanal 02 -
926 924 o-Tujen 03 -
934 932 a-Pinen 43 15
950 946 Kamfen tr -
974 969 Sabinen 13,2 0,6
978 974 pB-Pinen 11,3 3,2
991 988 Mircen 11,7 6,3
1003 998 n-Oktanal 03 15
1006 1002 a-Felandren 05 04
1025 1020 p-Cimen 11,7 11,8
1031 1025 B-Felandren 243 114
1038 1032 (Z)-B-Ocimen 0,3 06
1049 1044 (E)-p-Ocimen 10,0 311
1060 1054 y-Terpinen 45 1272
1089 1086 Terpinolen 05 -
1100 1100 n-Undekan 1,2 29
1235 1232 Timol, metil etar 0,2 05
1245 1244 1zotimol, metal etar 03 1,3
1425 1417 (E)-Kariofilen 0,3 03
1461 1452 o-Humulen 0,7 07
1489 1484 Germakren D 35 15
1499 1491* (Z,E)-a-Farnezen - 0,4
1500 1493 a-Zingiberen - 0,2
1504 1500 Biciklogermakren 02 -
1513 1505 B-Bisabolen - 1,2

Ukupan % identifikovanih jedinjenja 99,6 90,2
Broj identifikovanih komponenata 23 21

Monoterpeni 926 791
Ugljovodoni¢ni 926 79,1
Oksigenovani - -
Seskviterpeni 4,7 4,3
Ugljovodoni¢ni 4.7 4.3
Oksigenovani - -
Ostali 2,3 6,8

B-Felandren, koji je u uzorku iz 2015. godine identifikovan kao dominantna
komponenta koja je predstavljala 24,3% ukupno identifikovanih jedinjenja, u uzorku
prikupljenom dve godine kasnije na istoj lokaciji je identifikovan u duplo manjem procentu
(11,4%), dok je (E)-B-ocimen koji je uzorku iz 2015. bio prisutan sa 10% zastupljenosti sada

u uzorku iz 2017. identifikovan kao glavna komponenta (31,1%).

91



Rezultati i diskusija

Tabela 28. Uporedni hemijski sastav etarskih ulja nadzemnih delova

temulum L. prikupljenih razli¢itih godina na istoj lokaciji (Temska)

Chaerophyllum

Sadrzaj (%0)

RI

RA Komponente

E2o15

E2o18

852

974

978

991

1003
1006
1025
1031
1038
1049
1060
1069
1089
1100
1103
1110
1112
1122
1159
1179
1188
1192
1204
1229

850 (Z)-3-Heksenol
969 Sabinen

974 B-Pinen

988 Mircen

998 n-Oktanal

1002 a-Felandren
1020 p-Cimen

1025 B-Felandren
1032 (Z)-p-Ocimen
1044 (E)-B-Ocimen
1054 y-Terpinen

1063 n-Oktanol

1086 Terpinolen

1100 n-Undekan

1100 n-Nonanal

1110 1-Okten-3-il-acetat
1112 3-Metil-3-butenil 3-metilbutanoat
1120 3-Oktanol acetat
1157 (E)-2-Nonen-1-al
1174 Terpinen-4-ol
1183 Kripton

1186 a-Terpineol
1201 n-Dekanal

1232 Timol, metal etar

1235 1244* Izotimol, metil etar

1261
1291
1300

1260 (E)-2-Decenal
1289 Timol
1300 n-Tridekan

1302 1298 Karvakrol

1316
1353
1374
1380
1390
1394
1400
1408
1425
1434
1439
1459
1461
1482
1489

1315 (E,E)-2,4-Dekadienal
1345 o-Kubeben

1369 Ciklosativen

1374 a-Kopaen

1387 B-Burbonen

1387 B-Kubeben

1392 (Z)-Jasmon

1408 n-Dodekanal

1417 (E)-Kariofilen
1430 B-Kopaen

1432 trans-a-Bergamoten
1454 (E)-B-Farnezen
1452 a-Humulen

1478 y-Murolen

1484 Germakren D

1499 1491* (Z,E)-a-Farnezen
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tr
tr
04
0,2
tr
0,5
2,8
tr
3,0
1,6
tr
tr
0,3
tr

tr
tr
tr
tr
tr
tr
0,7
0,3
tr
tr
tr
tr
tr
tr
0,6
0,2
0,7
tr
tr
3,0
tr
7,7
50
tr
40,2
7,0

0,5

tr

0,6
0,2
1,2
0,6
tr

0,7

tr
tr
0,6
tr
tr

6,5
4,7

25,2
6,8
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1500 1493 a-Zingiberen 05 29
1504 1500 Biciklogermakren 26 1,7
1506 1500 a-Murolen - 0,7
1510 1505 (E, E)-a-Farnezen 08 23
1513 1505 B-Bisabolen 12 29
1524 1514 Kubebol 05 1.2
1529 1522 d8-Kadinen 08 14
1536 1529 (E)-y-Bisabolen 04 0,6
1539 1532 y-Kuprenen - tr

1566 1561 (E)-Nerolidol 43 72
1573 1565 (Z)-3-Heksenil benzoat tr 0,6
1585 1574 Germakren D-4-ol 6,2 11,1
1587 1577 Spatulenol tr -

1590 1582 Kariofilen oksid 04 09
1603 1595 Salvial-4(14)-en-1-on 0,2 tr

1617 1608 Humulen epoksid 11 06 1.2
1631 1627 1-epi-Kubenol tr tr

1648 1640 t-Murolol 09 15
1652 1644 a-Murolol 02 05
1662 1652 a-Kadinol 15 20
16851685 a-Bisabolol 0,3 -

1694 1685 Germakra-4(15),5,10(14)-trien-1- 0-010,6 1,1

1699 1699 B-Sinensal - 0,1
1748 1740 Mint sulfid 1,3 1.2
1781 1779 14-hidroksi-a-Murolen 02 0.8
1836 1830* Neofitadien tr -
1843 1843*6,10,14-trimetil-2-Pentadekanon tr -
2038 2035 (2)-Falkarinol tr -
2106 2106* Fitol 06 0,8
2300 2300 n-Trikozan tr -
2500 2500- n-Pentakozan tr -
2703 2700 n-Heptakozan 0,3 tr
2903 2900 n-Nonakozan 03 tr

Ukupan % identifikovanih jedinjenja 98,9 97,3
Broj identifikovanih komponenata 70 56

Monoterpeni 83 2,7
Ugljovodoni¢ni 8,3 2,7
Oksigenovani - -
Seskviterpeni 86,6 87,9
Ugljovodoni¢ni 70,7 60,3
Oksigenovani 15,9 27,6
Diterpeni 06 0,8
Ostali 34 59

Doslo je do malih promena u kvantitativnom sastavu etarskog ulja, ali sa aspekta
glavnih komponenti, situacija je u kvalitativnom smislu ostala nepromenjena. Glavne

komponente su iste ali je procentni sadrZaj razlicit.
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Sve ovo dovodi do zaklju¢ka da podloga igra znacajnu ulogu u hemijskom sastavu
etarskih ulja i da je jako bitno na kojoj podlozi raste biljka jer u zavisnosti od toga koja
podloga je u pitanju sastav etarskog ulja moze da varira i u kvalitativnom i u kvantitativnom
smislu. Sa druge strane, poredenje uzoraka koji su prikupljeni na istoj lokaciji (ista podloga)
ali razli¢itih godina, ukazuje na to da klimatski faktori sami po sebi nemaju znacajan uticaj na
sastav etarskih ulja.

94



Rezultati i diskusija

4.2. Antioksidativna aktivnost vrsta roda
Chaerophyllum L.

Antioksidativna aktivnost ispitivanih etarskih ulja odredivana je koriS¢enjem pet

razli¢itih metoda: DPPH, ABTS, TRP, FRAP i CUPRAC, a dobijeni rezultati su prikazani u

Tabeli 29.

Tabela 29. Antioksidativna aktivnost etarskih ulja vrsta roda Chaerophyllum L. sa teritorije
Srbije i Crne Gore.

ABTS DPPH FRAP CUPRAC TRP
Biljna vrsta Deo biljke (Mg TE/mg (Mg TE/mg (ug Fe/mg (Mg TE/ (ug AAE /
ulja) ulja) ulja) mg ulja) mg ulja)
C aromaticam _ Nadzemni ; 042+0,03 _ 0,198+0,002  2,82+0,06 _ 0,087+0,003
: Koren - 0,47+0,02  0,353+0,004  55+01  0,117+0,004
Nj‘if/eert';“' 0,32+0,01 19402  0,362+0,003 . 0,042+0,001
C. aureum Cvet 0,283+0,009  1,62+0,08  0,390+0,005 - 0,031+0,002
(Vlasina, 2013)
Stablo 0,76+0,01  0,86£0,01  0,164+0,003 ; 0,133+0,009
(Tgﬁgﬁ‘;eggqls) Nj‘if/‘zr&“' ; 0,150+0,009 0,017+#0,001  1,52+0,03  0,064+0,003
(Koﬁé;ﬁ‘iﬁ%m decf/‘zr&“' ; 1,0740,05  0,019+0,001  2,64+0,04  0,044+0,004
Nadzemni 19,6 01 1,47¢0,06  0,36+0,01 ; 0,0410,002
C. bulbosum u cvetu
(Vlasina, 2013) Stablo 0,15+0,02 1,1840,03  0,252+0,006 ; 0,033+0,001
Cvet 0,24+0,02 0,89+0,02  0,180+0,003 ; 0,015+0,001
Koren 0,85+0,02 1,304¢0,02  0,512+0,008  7,97+0,08  0,379+0,009
C.bulbosum  Nadzemni 4 55, 6 1,3440,04  0,162+0,006 61402  0,163+0,003
(Vlasina, 2018) u cvetu
! Stablo 0,24+0,01 1,2640,03  0,171+0,002  4,78+0,04  0,315+0,006
Cvet 0,38+0,04 1,4040,03  0,212+0,005 7,30#0,01  0,167+0,003
Koren 20,63+0,04  2,65¢001 _ 1,05%0,05 9.9+0,4 0,19+0,01
Stablo 9,8+0,4 529+40,03  0,11¢0,00  7,90+0,07  0,13+0,02
C. coloratum Cvet 8,7+0,5 5,02+0,03 0,10+0,01 8,11 +0,05 0,11+0,01
Plod 7,7+0,1 455003  0,06+0,02  855+0,08  0,11+0,00
Nadzemni 8,10,1 4424009  008+0,01  825+0,04  0,11+0,01
C hirsutum Cvet ; 0,45+0,01  0,229+0,006  2,1620,02 _ 0,081+0,001
: Stablo ; 0,76+0,01  0,311#0,004  2,6620,04  0,083+0,001
C.temulum - Nagzemni - 0,49+0,02 031240008 1584004  0,055:0,01
(Brzece, 2015)
(Tgrhtselg?lzuo?s) Nadzemni - 058004  0,39+001  1,50#0,03  0,002+0,001
Koren 56,9+0,1 1,75¢0,02  1,9040,04 11,7401  0,48+0,01
C. temulum Stablo 18,8+0,3 2,9+0,6 0,87+0,00  9,03+0,02  0,18+0,00
(Ni§, 2018) Cvet 15,2+0,2 373+0,09  0,13+0,00  7,33+0,04  0,16+0,00
Nadzemni  20,79+#0,00  3,39+0,09  0,68+001  4,33+0,03  0,17+0,01

Rezultati su prikazani kao srednja vrednostxstandardna devijacija
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4.2.1. Ispitivanje antioksidativne aktivnosti razlicitih vrsta
roda Chaerophyllum L. primenom ABTS metode

Ispitivanjem antioksidativne aktivnosti etarskih ulja ABTS metodom dobijeni su
rezultati koji ukazuju da najbolju aktivnost pokazuje uzorak korena C. temulum koji je
prikupljen sa teritorije Nisa, dok je najmanju aktivnost imao uzorak stabla C. bulbosum sa
Vlasine iz 2013. godine. Rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti svih delova svih
ispitivanih biljnih vrsta ovog rodae ukazuju da su bolje (priblizno dva puta) antioksidativne
karakteristike ispoljila etarska ulja izolova iz korena u odnosu na etarska ulja izolovana iz
nadzemnih delova biljke. Uzorak korena C. bulbosum je pokazivao aktivnost od 0,85+0,02 g
TE/ mg ulja dok su aktivnosti etarskih ulja iz cveta, stabla i celokupnog nadzemnog dela bile
0,38+0,04 pg TE/ mg ulja, 0,24+0,01 pg TE/ mg ulja i 0,30+0,04 pg TE/ mg ulja,
respektivno. Kod biljne vrste C. coloratum, etarsko ulje korena je imalo aktivnost 20,63+0,04
Mg TE/ mg ulja, stablo 9,8+0,4 ug TE/ mg ulja, cvet 8,7+0,5 pg TE/ mg ulja, plod 7,7£0,1 ug
TE/ mg ulja i nadzemni deo 8,1+0,1 pg TE/ mg ulja. Uzorci etarskih ulja izolovanih iz
razli¢itih delova bijne vrste C. temulum koji je prikupljan sa teritorije NiSa su pokazivala
aktivnost koja se znacajno razlikovala u zavisnosti od toga iz kog dela biljke je etarsko ulje
izolovano. Prema tome, etarsko ulje korena je pokazalo aktivnost od 56,9+0,1 pg TE/ mg ulja,
etarsko ulje izolovano iz cveta 15,2+0,2 pg TE/ mg ulja i stabla 18,8+0,3 pg TE/ mg ulja, dok
je aktivnost etarskog ulja nadzemnog dela iznosila 20,79+0,00 pug TE/ mg ulja. Uzorci C.
aureum i C. bulbosum koji su prikupljani sa iste lokacije (Vlasina) i iste godine (2013.

godina) u poredenju sa ostalim uzorcima pokazuju izuzetno slabu antioksidativnu aktivnost.

4.2.2. Ispitivanje antioksidativne aktivnosti razlicitih vrsta
roda Chaerophyllum L. primenom DPPH metode

Za razliku od rezultata dobijenih ABTS metodom u kojima su uzorci korena
pokazivali dvostruko vecu aktivnost u odnosu na nadzemne delove biljke, najvecu
antioksidativnu aktivnost prema rezultatima dobijenim DPPH metodom su pokazala etarska
ulja izolovana iz nadzemnih delova biljne vrste C. coloratum s tim $to je najbolju aktivnost
imao uzorak etarskog ulja stabla. S druge strane, najmanju aktivnost prema DPPH radikalu su

posedovala etarska ulja vrste C. aromaticum. Ukoliko se uporedi aktivnosti etarskih ulja
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izolovanih iz iste biljke, ali iz razlic¢itih delova, uocava seda postoji razlika u aktivnosti u
zavisnosti od toga iz kog dela je izlolovano ulje. Jedino je kod biljne vrste C. aromaticum ova
aktivnost bila priblizno jednaka i za etarsko ulje izolovano iz nadzemnog dela biljke
(0,42+0,03 pg TE/ mg ulja) kao i za ulje izolovano iz korena (0,47+0,02 pg TE/ mg ulja). S
druge strane, ukoliko se uporede rezultati ispitivannja antioksidativne aktivnosti DPPH
metodom etarskih ulja izolovanih iz nadzemnog dela iste biljne vrste ali branih na razli¢itim
lokacijama, moze se zakljuciti da pored toga Sto antioksidativna aktivnost zavisi od dela biljke
iz kojeg je etarsko ulje izolovano, ona takode zavisi i od klimatskih kao i od uslova podloge
na kojoj data biljna vrsta raste. Uporedivanjem antioksidativne aktivnosti dobijene DPPH
metodom tri uzorka etarskog ulja izlovanih iz nadzemnih delova biljne vrste C. temulum, ali
prikupljenih sa razli¢itih lokacija uocCavaju se znacajne razlike u aktivnostima izmedu
ispitivanih uzoraka. Uzorak iz NiSa je pokazao aktivnost od 3,39+0,09 ug TE/ mg ulja, sto
predstavlja sedam puta vecu aktivnost u odnosu na uzorke iz Temske (0,58+0,04 pg TE/ mg
ulja) i Brzec¢a (0,49+0,02 ug TE/ mg ulja). Ista situacija je primeéena i kod uzoraka biljne
vrste C. aureum sa razli¢itih lokacija. Uzorak sa Vlasine je imao aktivnost od 1,9+0,2 ug TE/
mg ulja, uzorak sa Kopaonika skoro duplo manju 1,07+£0,05 pug TE/ mg ulja dok je uzorak iz
Temske pokazao aktivnost koje je bila vise od deset puta manja u odnosu na uzorak sa
Vlasine (0,150+£0,009 ug TE/ mg ulja). Sa druge strane, ukoliko poredenjemuzoraka biljne
vrste C. bulbosum branih sa iste lokacije, ali u vremenskom razmaku od pet godina, uocava se
da su uzorak iz 2013. godine kao i uzorak iz 2018. godine pokazivali slabu ali medusobno

uporedivu aktivnost (1,47+0,06 ug TE/ mg ulja i 1,34+0,04 ug TE/ mg ulja, respektivno).

4.2.3. Ispitivanje antioksidativne aktivnosti razlicitih vrsta
roda Chaerophyllum L. primenom FRAP metode

Vrednosti antioksidativne aktivnosti dobijene kao rezultat primene FRAP testa su bile
u rasponu izmedu 0,017+0,001 pg Fe/ mg ulja za uzorak etarskog ulja nadzemnog dela biljne
vrste C. aureum sa teritorije Temske do 1,90+0,04 pg Fe/ mg ulja kada je u pitanju uzorak
etarskog ulja korena vrste C. temulum iz Nisa. Uocava se da je antioksidativna aktivnost
uzoraka korena bila ve¢a u odnosu na uzorke nadzemnih delova kod svih uzoraka osim vrste
C. bulbosum kod koje se vrednosti za antioksidativnu aktivnost ulja iz razli¢itin delova biljke
nisu znacajno razlikovali. Etarsko ulje izolovano iz korena vrste C. aromaticum je pokazalo
aktivnost koja je iznosila 0,353+0,004 pug Fe/ mg ulja dok je antioksidativna aktivnost

nadzemnog dela bila skoro duplo manja 0,198+0,002 ug Fe/ mg ulja. Kod vrste C. coloratum
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kao i kod vrste C. temulum je primecena slicna situacija, s tim §to je kod Uzorak korena vrste
C. coloratum (1,05+0,05 pg Fe/ mg ulja) je deset puta veca u poredenju sa aktivnostima
uzorka stabla (0,11+0,00 pg Fe/ mg ulja), cveta (0,10£0,01 ug Fe/ mg ulja), ploda (0,06+0,02
pg Fe/ mg ulja) i nadzemnog dela (0,08+0,01 pg Fe/ mg ulja) Sli¢na situacija je i Sa uzorcima
vrste C. temulum, gde takode ulje korena iSpoljava najvecu antioksidativnu aktivnost
odredenu FRAP metodom. Uzorak etarskog ulja nadzemnog dela biljne vrste C. aureum sa
Vlasine pokazuje aktivnost (0,362+0,003 pug Fe/ mg ulja) koja je oko dvadeset puta vec u
odnosu na aktivnost koju su pokazali uzorci sa druge dve lokacije (0,017+0,001 pg Fe/ mg
ulja uzorak iz Temske i 0,019+0,001 pg Fe/ mg ulja uzorak sa Kopaonika).

4.2.4. Ispitivanje antioksidativne aktivnosti razlicitih vrsta
roda Chaerophyllum L. primenom CUPRAC metode

Rezultati CUPRAC testa su pokazali da najve¢u antioksidativnu aktivnost pokazuje
etarsko ulje korena biljne vrste C. temulum iz Nisa (11,7+0,1 pg TE/ mg ulja) dok je najmanja
aktivnost uzorka etarskog ulja izolovanog iz nadzemnog dela iste biljne vrste (1,50+0,03 pg
TE/ mg ulja) ali sa druge lokacije (Temska). | kod ostalih ispitivanih iljnih vrsta uzorci
etarskih ulja korena pokazivali su bolju aktivhost u odnosu na etarska ulja izolovana iz
nadzemnih delova biljke (kao kod ABTS i FRAP testa). Kod vrste C. aromaticuma uzorak
korena (5,5+0,1ug TE/ mg ulja) je pokazao duplo veéu aktivnost u odnosu na uzorak
nadzemnog dela biljke (2,82+0,06 ug TE/ mg ulja). Kada je u pitanju uzorak C. bulbosum
koren (7,97+£0,08 pg TE/ mg ulja) i cvet (7,30+0,01 ug TE/ mg ulja) su pokazivali priblizno
istu antioksidativnu aktivnost, dok su stablo (4,78+0,04 pug TE/ mg ulja) i celokupan
nadzemni deo (6,1+£0,2 pg TE/ mg ulja) imali neSto nize vrednosti. Razli¢iti delovi biljne
vrste C. coloratum su pokazivali razli¢ite aktivnosti pri ¢emu je koren pokazao najvecu (9,9
10,4 ug TE/ mg ulja), a stablo najmanju aktivnost (7,90 0,07 pg TE/ mg ulja), dok su sa
druge strane aktivnosti etarskih ulja cveta (8,11+0,05 pg TE/ mg ulja), ploda (8,55 +0,08 pg
TE/ mg ulja) i nadzemnog dela bile priblizno iste (8,25 £0,04 pg TE/ mg ulja). Cvet i stablo
vrste C. hirsutum su pokazali aktivnost koja je iznosila 2,16+0,02 pg TE/ mg ulja i 2,66+0,04
Kg TE/ mg ulja, respektivno. FRAP test uzorka vrste C. temulum, pokazuje da ulje korena ima
najbolju aktivnost (11,7 +0,1 pg TE/ mg ulja), dok uzorci stabla (9,03 0,02 ug TE/ mg ulja),
cveta (7,33 0,04 ug TE/ mg ulja) i nadzemnog dela ispoljavaju manju aktivnost (4,33 £0,03
Mg TE/ mg ulja).
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4.2.5. Ispitivanje antioksidativne aktivnosti razlicitih vrsta
roda Chaerophyllum L. primenom TRP metode

Ukupna redukciona mo¢ ispitivanih etarskih ulja se kretala u rasponu od 0 do
0,48+0,01 ng AAE/ mg ulja pri ¢emu se najbolja aktivnost pripisuje uzorku etarskog ulja
izolovanog iz korena vrste C. temulum iz Nisa (0,48+0,01 ug AAE/ mg ulja), dok se potpuno
odsustvo antioksidativne aktivnosti pripisuje uzorku koji pripada etarskom ulju izolovanom iz
nadzemnog dela iste biljne vrste ali sa lokacije Temska (0,002+0,001 pg AAE/ mg ulja).
Ukoliko se uporede sva tri uzorka etarskih ulja izolovanih iz nadzemnog dela vrste C.
temulum sa razli¢itih lokacija moze se uociti 0 da postoji velika razlika u aktivnostima, pri
¢emu uzorak iz NiSa pokazuje najvecu aktivnost (0,17£0,01 ug AAE/ mg ulja), zatim sledi
uzorak sa Kopaonika (0,05538 pug AAE/ mg ulja) i na kraju uzorak iz Temske koji nije
pokazao aktivnost. Uporedivanjem aktivnosti vrste C. aureum sa razlicitih lokacija moze se
zakljucitida svi ispitivani uzorci pokazuju zanemarljivu, ali uporedivu aktivnost. Aktivnosti
uzoraka vrste C. bulbosum prikupljeni sa iste lokacije ali razli¢itih godina bitno Su se
razlikovale (Sto nije bio slu¢aj sa ovim uzorcima kada su ispitivane aktivnosti primenom
drugih metoda). Rezultati pokazuju da su uzorci iz 2018. godine bili znatno aktivniji u odnosu

na iste uzorke iz 2013 godine.
Rezultati dobijeni ispitivanjem antioksidativne aktivnosti ukazuju na to da uzorci

etarskog ulja izolovani iz razli¢itih vrsta roda Chaerophyllum L. poseduju slab antioksidativni

potencijal, §to je u neku ruku i oéekivano obzirom na hemijski sastav etarskih ulja.

4.3. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti etarskih
ulja vrsta roda Chaerophyllum L.

Antimikrobna aktivnost etarskih ulja testirana je na sojeve Gram-pozitivnih (Bacillus
subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633 i Staphylococcus aureus ATCC 6538) i Gram-
negativnih bakterija (Escherichia coli ATCC 8739 i Salmonella abony ATCC 6017)

koris¢enjem disk difuzione metode a rezultati su prikazani u Tabeli 30.
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Tabela 30. Antimikrobna aktivnost etarskih ulja vrsta roda Chaerophyllum L. sa teritorije
Srbije i Crne Gore.

Uzorak E. coli B. spizizeni S. aureus S. abony

C. aromaticum c - 17 mm 35 mm -
koren S - - - -
C. aromaticum c - - - -
nadzemni deo S - - - -
C. aureum c - - - -
stablo S - - - -
C. aureum c - - - -
nadzemni deo S - - - -
C. aureum c - - - -
cvet S - - - -
C. aureum c - 17 mm - -
(Temska) nadzemni deo S - - - -
C. aureum c - 18 mm 11 mm -
(Kopaonik) nadzemni deo S - 23 mm - -
C. bulbosum c - 16 mm 10 mm -
2018 koren S - - - -
C. bulbosum c - 14 mm 12 mm -
2018 nadzemni deo S - - - -
C. bulbosum c - 13 mm - -
2018 stablo S - - - -
C. bulbosum c - 14 mm 11 mm -
2018 cvet S - - - -
C. coloratum c - - - -
cvet S - - - -

C. coloratum c - 15 mm - 14 mm
plod S - - - -

C. coloratum c - 15 mm - 13 mm
stablo S - - - -
C. coloratum c - 14 mm 13 mm -
nadzemni deo S - - - -
C. coloratum c - 17 mm 17 mm -
koren S - - - -
C. hirsutum c - - 13 mm -
cvet S - - - -
C. hirsutum c - - 25 mm -
stablo S - - - -
C. hirsutum c - 14 mm 12 mm -
koren S - - - -
C. temulum c - - - -
(Brzeée) nadzemni deo S - - - -
C. temulum c - 15 mm - -
(Temska) nadzemni deo S - - - -
C. temulum c - 13 mm 18 mm -
2017 (Nis) cvet S - - -
C. temulum c - 13 mm - -
2017 (Nis) stablo S - - - -
C. temulum c - - 18 mm -
2017 (Ni$) nadzemni deo S - - 35 mm -
C. temulum c - - - -
cvet S - - 21 -

.. C 15 mm 24 mm 23 mm 19 mm

Streptomicin

S 26 mm - - -

. c 25 mm 33 mm 32 mm 30 mm

Hloramfenikol
S 29 mm - - 39 mm

Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost zone inhibicije nakon tri ponavljanja (mm) ukljucujuéi disk; c: baktericidno delovanje; s: bakteriostatska aktivnost; - : nije
aktivan. Aktivne koli¢ine etarskih ulja (3 mg / disk / 9 mm), hloramfenikol (30 pg / disk), streptomicin (10 pg / disk). Heksan, koji se koristio za rastvaranje uzoraka, koris¢en je kao
negativna kontrola i nije pokazao nikakvu aktivnost.
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Na osnovu dobijenih rezultata moze se izvesti zaklju¢ak da su Gram-negativne
bakterije bile rezistentnije prema ispitivanim etarskim uljima od Gram-pozitivnih bakterija.
Nijedno od ispitivanih ulja nije imalo nikakvu aktivnost prema bakteriji E. coli dok su jedino
etarska ulja izolovana iz ploda i stabla biljne vrste C. coloratum pokazala baktericidnu
aktivnost prema S. abony.

Ispitivanjem antimikrobne aktivnosti etarskih ulja izolovanih iz nadzemnog dela i
korena biljne vrste C. aromaticum u punoj vegetativnoj fazi moze se zakljuciti da etarsko ulje
izolovano iz nadzemnih delova ne pokazuje antimikrobnu aktivnost prema ispitivanim
sojevima dok je sa druge strane, etarsko ulje korena imalo baktericidno dejstvo prema Gram-
pozitivnim bakterijama sa prec¢nicima zone inhibicije koji su iznosili 17 mm za B. spizizenii,
odnosno 35 mm za S. aureus. Od svih ispitivanih biljnih vrsta C. aromaticum je jedina vrsta
kod koje je koren pokazao veéu aktivnost u odnosu na nadzemni deo. Ispitivanjem
antimikrobne aktivnosti mikrodilucionom metodom etarskog ulja izolovanog iz nadzemnog
dela C. aromaticum u cvetu (Kiirk¢tioglu i sar., 2018) dobijeni su rezultati koji pokazuju da
ispitivano etarsko ulje ima umerenu aktivnost prema ispitivanim sojevima bakterija S. aureus
ATCC 29213 (MIC: 156 pg/ml) and S. epidermidis ATCC 12228 (MIC: 625 pg/ml).

Iz rezultata ispitivanja antimikrobne aktivnost etarskih ulja izolovanih iz biljne vrste
C. aureum branih sa tri razli¢ite lokacije, proistice da etarska ulja izolovana iz razli¢itih
delova uzorka sa Vlasine nemaju nikakvu aktivnost ni prema jednoj testiranoj bakteriji, dok je
etarsko ulje izolovano iz nadzemnog dela C. aureum koji je bran na lokaciji Temske pokazao
baktericidno dejstvo prema bakteriji B. spizizenii (pre¢nik zone inhibicije 17 mm), dok je
uzorak sa Kopaonika ispoljio i baktericidno (pre¢nik zone inhibicije 18 mm) i bakteriostatsko
dejstvo (pre¢nik zone inhibicije 23 mm) takode prema ovoj bakteriji kao i baktericidno
dejstvo prema S. aureus (pre¢nik zone inhibicije 11 mm). Dobijeni rezultati se razlikuju od
rezultata do kojih su dosli Lakusi¢ i saradnici (2009), kod kojih su uzorci etarskih ulja sa Stare
Planine i Kopaonika bili aktivni prema bakterijama S. aureus, S. epidermidis, M. luteus, E.
coli i K. pneumoniae. Medutim, u ovom radu nije naglaseno kog su pre¢nika bili diskovi koji
su bili koriS¢eni kao ni koli¢ina etarskog ulja koja je nanoSena na ove diskove, pa je samim

tim poredenje nasih i njihovih rezultata diskutabilno.

Etarska ulja izolovana iz razli¢itih delova biljne vrste C. bulbosum imala su
baktericidni efekat prema Gram pozitivnim bakterijama, pri ¢emu su svi uzorci (cvet, stablo,
nadzemni deo i koren) imali umerenu aktivnost prema B. spizizenii, dok prema S. aureus

jedino ulje dobijeno iz stabla nije pokazalo nikakvu aktivnost. Prethodni rezultati o
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antimikrobnoj aktivnosti etarskog ulja izolovanog iz epigealnih delova C. bulbosum iz Irana
(Masoudi i sar., 2011) su pokazali da je ispitivani uzorak imao znacajnu aktivnost prema
Gram-pozitivnim bakterijama (S. aureus, Bacillus anthracis i Streptococcus piogenes),
umerenu inhibitornu aktivnost protiv E. coli dok je protiv K. pneumonie i P. aeruginosa bio
potpuno neaktivan. Ove razlike u antibakterijskoj aktivnosti mogu se objasniti ¢injenicom da
ukoliko uporedimo nas i gore pomenuti uzorak iz Irana, moZemo primetiti da postoje znacajne
razlike u hemijskom sastavu etarskih ulja koje mogu biti posledica toga da smo mi vrsili
destilaciju sveZzeg biljnog materijala, dok je kod njih u pitanju bilo etarsko ulje izolovano iz
suvog biljnog materijala.

Antimikrobna aktivnost etarskog ulja C. coloratum se razlikovala u zavisnosti od toga
iz kog dela biljke je ulje izolovano. Samim tim, etarsko ulje cveta nije pokazalo nikakvu
aktivnost prema ispitivanim bakterijskim sojevima. Etarska ulja stabla i ploda su ispoljila
baktericidno dejstvo prema B. spizizenii (zona inhibicije 15 mm u oba slucaja) i S. abony
(precnik zone inhibicije ploda 14 mm i stabla 13 mm). I na kraju, etarska ulje nadzemnog dela
i korena su bila aktivna prema B. spizizenii (14 mm nadzemni deo i 17 mm koren) i S. aureus

(13 mm nadzemnni deo, 17 mm koren).

Etarska ulja izolovana iz razli¢itih delova biljke C. hirsutum su pokazala baktericidnu
aktivnost prema bakteriji S. aureus sa zonama inhibicije koje su iznosile 12 mm za uzorak
korena, 13 mm za uzorak cveta i 25 mm za uzorak stabla. Pored ove aktivnosti, uzorak
etarskog ulja korena je takode ispoljio aktivnost prema B. spizizenii i to sa pre¢nikom zone

inhibicije od 14 mm.

Antimikrobna aktivnost uzoraka biljne vrste C. temulum se razlikovala u zavisnosti od
lokacije na kojoj je biljka prikupljana, pa tako uzorak etarskog ulja nadzemnog dela sa
Kopaonika nije pokazao nikakvu aktivnost, dok je uzorak iz Temske ispoljio baktericidnu
aktivnost prema B. spizizenii (15 mm). Etarsko ulje nadzemnog dela C. temulum-a sa teritorije
Nisa je pored baktericidne (18 mm) imao 1 bakteriostatsku aktivnost (35 mm) prema S.
aureus, dok su uzorci cveta i stabla pokazali baktericidnu aktivnost prema B. spizizenii
(pre¢nik zone inhibicije 13 mm), pri ¢emu je uzorak cveta pored ove pokazao aktivnost i

prema S. aureus u pre¢niku od 18 mm.

Standardni antibiotici (pozitivna kontrola), znatno su bolje delovali na sve

mikroorganizme od ispitivanih uzoraka etarskih ulja.
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4.4, Statisticka obrada podataka

4.4.1. Statisticka analiza sastava etarskih ulja biljnih vrsta
Chaerophyllum L. i Myrrhoides Fabr. sa teritorije Srbije i
Crne Gore

Tabele koriS¢ene za statistiCku analizu su date u prilogu 52 i 53.

M - ugljovodoni¢ni monoterpeni
MO - oksigenovani monoterpeni
S - ugljovodonicni seskviterpeni
SO - oksigenovani seskviterpeni
D - ugljovodoni¢ni diterpeni
DO - oksigenovani diterpeni

O - ostale klase jedinjenja

"
O

Slika 12. 3D graficki prikaz relativne zastupljenosti klasa identifikovanih jedinjenja u
uzorcima vrsta roda Chaerophyllum L. i Myrrhoides Fabr. sa teritorije Srbije
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Na slici 13 je prikazan dendogram dobijen AHC analizom kada su kao varijable

koris¢ene klase identifikovanih jedinjenja u ispitivanim uzorcima.

Chaerophyllum aromaticum 2017
Chaerophyllum temulum 2014a
Chaerophyllum temulum 2015c
Chaerophyllum temulum 2015b
Chaerophyllum temulum 2014b
Chaerophyllum temulum 2018 Seskviterpenski
]_

Chaerophyllum temulum 2017
Chaerophyllum temulum 2015a

Myrrhoides nodosa 2014
Myrrhoides nodosa 2009
Chaerophyllum aureum 2009b
Chaerophyllum coloratum
Chaerophyllum aureum 2015a

Chaerophyllum aureum 2016

Chaerophyllum aureum 2018 Monoteroenski
Chaerophyllum bulbosum 2013 P P
Chaerophyllum bulbosum 2018
Chaerophyllum aureum 2009a
0 20 40 60 80 100

Slika 13. AHC dendogram

Na dendogramu se wuocavaju dva jasno odvojena klastera. U prvom
“seskviterpenskom” klasteru su grupisani uzorci u kojima je dominantna klasa jedinjenja
ugljovodoni¢ni seskviterpeni, dok su u drugom “monoterpenskom” klasteru uzorci u kojima
su ugljovodoni¢éni monoterpeni identifikovani kao dominantna jedinjenja. U okviru
seskviterpenskog klastera se uocavaju dva podklastera nejednake veli¢ine - manji obuhvata
uzorke C. temulum 2015a i M. nodosa 2014 i veci koji sadrzi sve ostale uzorke biljne vrste C.
temulum i C. aromaticum. Najveca sli¢nost, okarakterisana najmanjim Euklidovim
rastojanjem, je uoc¢ena izmedu uzoraka C. bulbosum 2013 i C. bulbosum 2018 (rastojanje 1) i
C. aureum 2016 i C. aureum 2018 (rastojanje 3). U monoterpenskom klasteru uzorak C.
aureum 2009a predstavlja izdvojen podklaster, dok su svi ostali uzorci ove biljne vrste, kao i
uzorci vrste C. bulbosum i C. coloratum u drugom podklasteru koji je najkompaktniji

podklaster (rastojanje 35,5).
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Ono §to je interesantno je to da su uzorci M. nodosa, koji su u klasifikacijama
baziranim na molekulskim markerima bili odvojeni u monotipski klaster u odnosu na
Chaerophyllum, u slu¢aju kada su analizirani uzorci sa teritorije Srbije, ipak ostali grupisani u
okviru istih klastera sa Chaerophyllum uzorcima. Uzorak M. nodosa iz Srbije sa lokacije Tara
(Perucac) je grupisan zajedno sa uzorcima C. temulum u okviru “seskviterpenskog” Kklastera,
dok je uzorak sa teritorije Crne Gore, tacnije sa planine Hajla, grupisan sa monoterpenskim
Chaerophyllum uzorcima.

Graficki prikaz PCA analize dobijene kada se za originalne varijable primene relativni
procenti klasa jedinjenja identifikovanih u uzorcima etarskih ulja dat je na slici 14.

Chaerophyllum aromaticum
Chaerophyllum temulum
Chaerophyllum aureum
Chaerophyllum bulbosum*
Chaerophyllum col»ora'tum
Myrrhoides nodosa

1.0

0.5

0.0 emeeeenees

Factor 2 : 46.03%

-0.5

-1.0

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
Factor 1 :51.16%

Slika 14. PCA plot

Korelaciona matrica pokazuje da sve varijable imaju korelacioni koeficijent iznad 0,9,
a po kriterijumu da bar jedan koeficijent korelacije poseduje apsolutnu vrednost vecu od 0,3

(Kinnear i Gray 1994), za dalju analizu su u razmatranje uzete sve varijable.
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U posmatranoj analizi svojstvena vrednost prvog faktora je 9,2 tako da prvi faktor
objasnjava 51,16% varijanse medu varijablama, dok je svojstvena vrednost drugog faktora 8,3
i on objasnjava 46,03% (zajedno objasnjavaju ¢ak 97,19% ukupnog varijabiliteta podataka).

Doprinos ugljovodoni¢nin monoterpena prvom faktoru je 86,65%, dok najveci
doprinos na drugi faktor imaju ugljovodoni¢ni monoterpeni (67,49%).

Rezultati PCA analize se u potpunosti slazu sa rezultatima AHC analize. Na slici se
uocava podela uzoraka u dve grupe. U okviru “monoterpenske* grupe se nalaze svi uzorci
vrsta C. aureum, C. bulbosum, C. coloratum kao i uzorak M. nodosa iz Crne Gore, dok se na
drugoj strani u okviru “seskviterpenske* grupe, pored uzoraka vrste C. temulum nalazi uzorak
C. aromaticum kao i uzorak M. nodosa sa Tare. Svi ispitivani uzorci imaju negativno
opterecenje na faktor 2, pa su samim tim i svi smesteni u negativnom delu u odnosu na faktor
2 osu. Uzorci koji pripadaju“monoterpenskoj grupi imaju pozitivno opterecenje na faktor 1,
Sto se vidi na osnovu njihovog polozaja u pozitivnom delu u odnosu na faktor 1. Sa druge
strane, uzorci koji pripadaju “seskviterpenskoj grupi imaju negativno opterecenje na faktor 1,
osim uzorka C. temulum sa Kopaonika koji ima pozitivho opterec¢enje i koji se nalazi malo
udaljen u odnosu na ostale uzorke ove vrste. Njegov polozaj i blago priblizavanje
monoterpenskoj grupi se objasnjava velikim procentnim sadrzajem monoterpenske frakcije,

Sto nije slucaj sa ostalim uzorcima biljne vrste C. temulum.

AHC dendogram dobijen analizom uzoraka biljne vrste Chaerophyllum L. i
Myrrhoides Fabr. sa teritorije Srbije i Crne Gore kada su kao originalne varijable uzete
komponente koje su prisutne makar u jednom uzorku sa procentnim sadrzajem >5% je

prikazan na slici 15.

106



Rezultati i diskusija

Myrrhoides nodosa 2014
Chaerophyllum temulum 2018 :T_“
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Na prikazanom dendogramu uoc¢avaju se tri klastera.

Prvi klaster se sastojao od svih uzoraka biljne vrste C. temulum, uzorka M. nodosa iz
Srbije i C. aromaticum. Ovaj klaster je nazvan “temulum” klaster jer su u njemu grupisani svi
C. temulum uzorci. U okviru ovog klastera se uocava grupisanje uzoraka u tri podklastera, pri
¢emu se najveca sli¢nost uocava izmedu etarskih ulja C. temulum 2018 i C. temulum 2015
(rastojanje 1,5), kao i ulja C. temulum 2014b i C. temulum 2017 (rastojanje 1,7). Ulje biljne
vrste C. aromaticum i ulje C. temulum 2015a predstavljaju jedan od tri podklastera ovog
“temulum” klistera.

Drugi klaster “aureum” klaster se sastojao od svih uzoraka biljne vrste C. aureum
kojima je u istom klasteru pridruzen i uzorak M. nodosa iz Crne Gore. U okviru ovog klastera,
najveca slicnost je izmedu C. aureum 2018 i C. aureum 2015 (rastojanje 1,5).

Trec¢i “bulbosum” klaster je najmanji i predstavlja klaster u kome se nalaze svi uzorci
biljne vrste C. bulbosum grupisani u jednom podklasteru kao i uzorak ulja iz biljke C.

coloratum koji sam predstavlja drugi podklaster u okviru ovog “bulbosum” klastera.
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PCA plot kada su kao originalne varijable koris¢ene komponente identifikovane
makar u jednom uzorku sa procentualnom zastupljenos¢u >5% je prikazan na slici 16. Osa

faktor 1 objasnjava 37,71%, a osa faktor 2 23,38% ukupne varijabilnosti.
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Slika 16. PCA plot

Korelaciona matrica pokazuje da svaka varijabla ima bar jedan koeficijent korelacije
sa apsolutnom vrednos¢u ve¢om od 0,3 - §to je minimum koji se predlaze kao kriterijum da
bi se varijabla uvrstila u analizu (Kinnear i Gray 1994), pa se za dalju analizu u razmatranje
uzimaju sve varijable.

Svi faktori koje imaju svojstvenu vrednost ve¢u od 1 su uzeti u obzir - Kaiser-ov
kriterijum (Kaiser 1960). U posmatranoj analizi svojstvena vrednost prvog faktora je 7,04
tako da prvi faktor objasnjava 39,12% varijanse medu varijablama, dok drugi faktor ima
svojstvenu vrednost 3,85 i objasnjava 21,38%. Faktori 3 i 4 takode imaju svojstvene vrednosti
vece od 1, medutim prve dve ose objasnjavaju preko 60% ukupne varijabilnosti pa se samo

njihovom analizom moze do¢i do zadovoljavajucih rezultata uticaja pojedinih komponenti na
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ukupnu varijansu. Formiranju ose faktor 1 najvise doprinosi germakren D (51,2%), dok u
formiranju ose faktor 2 najve¢i doprinos ima sabinen i to sa 62%. Veliko pozitivno
opterecenje na prvi faktor imaju svi C. temulum uzorci kao i uzorak M. nodosa 2014, sto je i
ocekivano jer su to svi uzorci u kojima je germakren D identifikovan kao glavna komponenta.
U odnosu na faktor 2, svi uzorci osim C. bulbosum 2013, C. bulbosum 2018 i C. coloratum
imaju negativno optecenje, pa se samim tim i nalaze u negativnom delu ove ose.

Rezultati PCA analize se u potpunosti slazu sa rezultatima dobijenim AHC analizom.
Kao i kod Klaster analize, i u ovom slucaju se uocava podela ispitivanih uzoraka u tri
medusobno odvojene grupe. Grupa “aureum” (koja odgovara “aureum ” Klasteru) se sastoji od
svih uzoraka C. aureum i M. nodosa iz Crne Gore u kojima je dominantna komponenta
sabinen. Grupu “temulum” ¢ine zajedno grupisani uzorci etarskih ulja u kojima je kao glavna
komponenta identifikovan germakren D (uzorci biljne vrste C. temulum i M. nodosa iz
Srbije), dok trecu “bulbosum” grupu ¢ine uzorci u kojima su stereohemijski izomeri ocimena
identifikovani kao jedinjenja sa najveé¢im procentnim sadrzajem (uzorci vrste C. bulbosum u
kojima je dominantan (E)-B-ocimen dok je kod uzorka C. coloratum (Z)-p-ocimen glavna

komponenta).
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4.4.2. Statisticka analiza sastava etarskih ulja odabranih
biljnih vrsta Chaerophyllum L. i Myrrhoides Fabr.

Nakon statisticke analize uzorka sa teritorije Srbije, uradena je AHC i PCA analiza
etarskih ulja izolovanih iz nadzemnih delova biljnih vrsta rodova Chaerophyllum L. i

Myrrhoides Fabr. Tabele korisé¢ene za statistiCku analizu su date u prilogu 54 i 55.

M - ugljovodoniéni monoterpeni
MO - oksigenovani monoterpeni
S - ugljovodonic¢ni seskviterpeni
SO - oksigenovani seskviterpeni
D - ugljovodoni¢ni diterpeni
DO - oksigenovani diterpeni

O - ostale klase

Slika 17. 3D graficki prikaz relativne zastupljenosti klasa identifikovanih jedinjenja u
odabranim uzorcima etarskih ulja vrsta rodova Chaerophyllum L. i Myrrhoides Fabr.
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Slika 18. AHC dendogram

grupisani u okviru ovog podklastera.

nivou 50% maksimalne varijabilnosti, uocava prisustvo dva klastera. Ono §to se na prvi
pogled uocava je to da je “seskviterpenski” klaster ostao nepromenjen, dok su se svi ostali
Charophyllum uzorci kao i uzorak M. nodosa iz Turske grupisali u okviru “monoterpenskog”
klastera koja sada broji 25 od 34 ispitivana uzorka. Takode se moze primetiti da je u okviru
samog monoterpenskog klastera izvrSena dalja podela na dva podklastera. Prvi podklaster
¢ine uzorci u kojima je pored ugljovodoni¢nih monoterpena identifikovano prisustvo i
seskviterpenske frakcije u odredenom procentu dok su se u drugom podklasteru grupisali
uzorci u kojima samo monoterpeni predstavljaju preko 80% etarskog ulja. U okviru prvog

podklastera uocava se odvajanje uzorka M. nodosa 2005 u odnosu na ostale uzorke koji su
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U razmatranje su uzete sve varijable jer korelaciona matrica pokazuje da svaka
varijabla ima bar jedan koeficijent korelacije sa apsolutnom vrednos¢u ve¢om od 0,3.

PCA plot sa osom faktor 1 (svojstvena vrednost 23,09) koja objasnjava 67,90% i osom
faktor 2 (svojstvena vrednost 8,75) koja objasnjava 25,73% ukupne varijabilnosti je dat na

slici 19. Faktor 3 takode ima svojstvenu vrednost vecu od 1 (1,42) pa je i on uzet u

razmatranje.
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Slika 19. PCA plot

Za formiranje prve ose (faktor 1) najzasluzniji su ugljovodoni¢ni monoterpeni sa
doprinosom od 84,85%. Formiranju ose faktor 2 najvise doprinose ugljovodonicni
seskviterpeni (77,27%), dok u formiranju trece ose najvise ucestvuju ostale klase jedinjenja i
to sa 80,54%. Sto se tice opterecenja osa koje u prikazane na PCA plotu, najmanje
opterecenje na osu faktor 1 (0,18) kao i na osu faktor 2 (0,12) ima uzorak M. nodosa 2005,

¢ime se i objasnjava njegov potpuno izdvojeni polazaj u odnosu na sve ostale analizirane

uzorke.
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Rezultati dobijeni PCA analizom se uglavnom slazu sa rezultatima dobijenim AHC
analizom, pri ¢emu se na PCA plotu (kao i na AHC dendogramu) uocava raspodela uzoraka u
dve velike grupe - grupu koju ¢ine uzorci u kojima su dominantni ugljovodoni¢ni
seskviterpeni i grupu u kojoj se nalaze uzorci sa glavnim komponentama koji pripadaju klasi
ugljovodoni¢nih monoterpena. Grupisanje u okviru seskviterpenske grupe u potpunosti
odgovara uzorcima u seskviterpenskom klasteru, dok se izmedu monoterpenske grupe
dobijene PCA analizom 1 monoterpenskog klastera zapazaju dve bitne razlike. Prvu razliku
predstavlja polozaj uzorka C. bulbosum 2011 na PCA plotu koji se (iako na osnovu
dominantne klase pripada monoterpenskom klasteru) nalazi izmedu monoterpenske 1
seskviterpenske grupe, jer su u ovom uzorku monterpenska i seskviterpenska frakcija prisutne
u uporedivim koli¢inama (35,5% monoterpena i 32,5% seskviterpena). Druga razlika se
ogleda u ¢injenici da je na PCA plotu uzorak M. nodosa 2005 (uzorak iz Turske) potpuno
odvojen od svih ostalih ispitivanih uzoraka, dok se na AHC dendogramu on nalazio u okviru
monoterpenskog klastera. Ukoliko pogledamo tabelu koja je koris¢ena za statistiCku analizu u
kojoj se nalaze identifikovane klase i njihov relativni sadrzaj u uzorcima (prilog 54), ovakav
polozaj uzorka M. nodosa iz Turske je potpuno ocekivan, i moZe se objasniti ¢injenicom da su
u ovom uzorku dominantna neterpenska jedinjenja, za razliku od ostalih uzoraka u kojima su
dominantni mono- ili seskviterpenoidi. Ovakav poloZaj na PCA plotu, kao i ¢injenica da ni u
jednom do sada ispitivanom uzorku biljne vrste Chaerophyllum L. kao glavna komponenta
nije identifikovano jedinjenje koje pripada neterpenskoj klasi, bile su povod za sumnju u

tacnost identifikacije gore pomenute biljne vrste.

Na AHC dendogramu koji je rezultat statisticke analize gde su ispitivane srodnosti
izmedu razli¢itih vrsta rodova Chaerophyllum L. i Myrrhoides Fabr, a kao varijable su uzete
komponente ¢ija je prisutnost makar u jednom ispitivanom uzorku >5%, uocava se podela

uzoraka u getiri razli¢ita klastera.
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Slika 20. AHC dendogram

Na dendrogramu se uocavaju Cetiri statisticki znacajna klastera. Prvi je “temulum”
klaster i sastoji se od uzoraka C. temulum, C. aromaticum 2017 i M. nodosa 2014. U okviru
ovog klastera postoje dva podklastera - M. nodosa 2014 i C. temulum 2015c su se odvoji u
jedan, dok su svi ostali C. temulum uzorci zajedno sam uzorkom C. aromaticum iz Srbije
formirali drugi podklaster. Od svih uzoraka koji pripadaju “temulum” klasteru, najveca
slicnost je uocena izmedu uzoraka C. temulum 2014b i C. temulum 2017 sa medusobnim
rastojanjem od 10,2. Drugi “coloratum” klaster ¢ine zajedno grupisani uzorci C. aromaticum
iz Grcke, C. azoricum, C. bulbosum iz Irana, C. coloratum, C. macropodum 2005 kao i uzorak

M. nodosa iz Turske koji su se dalje podelili u cetiri nejednaka podklastera. Jedan od
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podklastera predstavlja uzorak M. nodosa 2005 koji je potpuno odvojen u odnosu na ostale
uzorke iz ovog klastera. U trecem, “aureum” klasteru, se nalaze svi do sada ispitivani uzorci
biljne vrste C. aureum, kao i uzorci C. byzantinum, C. helderchii i M. nodosa iz Crne Gore.
Ovaj klaster je podeljen na dva podklastera, sa Euklidovim rastojanjem od 14,2 izmedu
uzoraka C. aureum 2015 i C. aureum 2018. Cetvrti klaster se sastoji iz dva jasno odvojena
podklastera, pri ¢emu su u jednom podklasteru uzorci C. bulbosum iz Srbije (najsli¢niji uzorci
sa najmanjim medusobnim rastojanjem od 3,6 u odnosu na sve ispitivane uzorake) dok su u
drugom podklasteru grupisani uzorci iz Irana (C. macropodum, C. macrospermum i C.
crinitum). Analizom dobijenih klastera dolazimo do zakljucka da odredene biljne vrste
pokazuju vecu varijabilnost u hemijskom sastavu etarskog ulja $§to moze biti posledica
razli¢itih faktora. Kao primer moZemo uzeti C. aromaticum koji se nalazi grupisan sa
razli¢itim uzorcima u zavisnosti od toga sa kog lokaliteta je prikupljan biljni material. Uzorak
iz Srbije se nalazi u klasteru zajedno sa C. temulum i M. nodosa; uzorci iz Grcke se nalaze u
klasteru u kojem se nalazi C. coloratum, dok je uzorak iz Turske grupisan zajedno sa
uzorcima C. aureum iz Srbije. Jo$ jedna interesantna Cinjenica je ta da uzorak C. bulbosum iz
Irana nije ¢ak ni blizu klastera u kome se nalaze druga dva uzorka ove biljne vrste ali sa

teritorije Srbije (rastojanje izmedu ovih uzoraka iznosi preko 90).

Na slici 21 je dat graficki prikaz PCA analize dobijene kada se za originalne varijable
primene komponente identifikovane u etarskim uljima u relativnom procentu >5% makar u

jednom ispitivanom uzorku.

Korelaciona matrica pokazuje da svaka varijabla (osim M. nodosa 2005) ima bar jedan

koeficijent korelacije sa apsolutnom vrednos¢u ve¢om od 0,3.

Na PCA plotu koji formiraju ose faktor 1 (sa svojstvenom vrednosc¢u 7,9) i faktor 2 (sa
svojstvenom vrednoséu 7,2) objasnjeno je 44,2% ukupne varijabilnosti. Komponente koje
najvise doprinose formiranju prve ose (faktor 1) su sabinen koji ima doprinos od 50,9% i
germakren D sa doprinosom od 22,3%, dok sa druge strane (E)-p-ocimen pokazuje najveci
doprinos formiranju ose Facktor 2 i to sa 81,1%. Najmanje opterec¢enje na faktor 1 i faktor 2
ima M. nodosa 2005, uzorak koji se nalazi potpuno izdvojen u odnosu na sve ostale ispitivane
uzorke. Na osnovu polozaja M. nodosa 2005 na PCA plotu, gde se on prakti¢no nalazi u
centru. moze se zakljuciti da ovaj uzorak pokazuje najvece odstupanje u hemijskom sastavu u

poredenju sa svim ostalim uzorcima.

115



Rezultati i diskusija

1.0

0.5

0.0 o N T ZGEEEEEE R EEEEEE CEREEEEEEEEF"REEEE CEEEEEE

Factor 2 : 20.85%

*
M. nodosa 2005

Chaerophyllum aromaticum
Chaerophyllum aureum
Chaerophyllum azoricum
-0.5 } Chaerophyllum bulbosum
Chaerophyllum byzantinum
Chaerophyllum coloratum

Chaerophyllum heldreichii
Chaerophyllum macro_podum

Chaerophyllum temulum o
-1.0 Myrrhoides nodosa

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
Factor 1 : 23.56%

Slika 21. PCA plot

Ono $to na prvi pogled privlaéi paznju je to da se uzorak M. nodosa iz Turske potpuno
odvojio u odnosu na sve ostale uzorke (isti slu¢aj kao kada su za varijable primenjivani
relativni procenti klasa jedinjenja identifikovanih u uzorcima etarskih ulja), sto opet dovodi u
pitanje identifikaciju uzorka. Ako izuzmemo uzorak M. nodosa, koji se na osnovu polozaja na
PCA plotu ne grupise ni sa jednim od ispitivanih uzoraka, ono $to moZzemo da primetimo je da
su svi ostali ispitivani uzorci u kojma su terpeni glavne komponente podeljeni u etiri velike
grupe. Imamo grupu uzoraka u kojima je sabinen identifikovan kao glavna komponenta;
grupu koju ¢ine uzorci u kojima je dominantan germakren D, grupu uzoraka u kojima je (E)-

B-ocimen glavna komponenta i grupu sa (Z)-p-ocimenom kao dominantnim jedinjenjem.
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Kako je statistickom obradom publikovanih rezultata hemijskog sastava etarskih ulja
izolovanih iz razlicitih biljnih vrsta rodova Chaerophyllum L. i Myrrhoides Fabr., dovedena u
sumnju identifikacija jednog od uzoraka, pristupljeno je daljoj statisti¢koj analizi, pri cemu su

kao kontrolna spoljna grupa, u prethodnu matricu uneti rezultati analize hemijskog sastava
etarskih ulja biljne vrste Anthriscus cerefolium.

Tabele koris¢ene za statistiCku analizu su date u prilogu 56 i 57.

M - ugljovodoni¢ni monoterpeni
MO - oksigenovani monoterpeni
S - ugljovodoni¢ni seskviterpeni
SO - oksigenovani seskviterpeni
D - ugljovodonicni diterpeni

DO - oksigenovani diterpeni
O - ostale klase

@
50
%]

Slika 22. 3D graficki prikaz relativne zastupljenosti klasa identifikovanih jedinjenja u

odabranim uzorcima etarskih ulja vrsta roda Chaerophyllum L., Myrrhoides
Fabr. i Anthriscus Pers.
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Razlog zbog kojeg je bas ova biljna vrsta koriS¢ena kao kontrolna grupa je taj Sto se
na osnovu tabele koja je koris¢ena za AHC i PCA analizu (prilog 55) posumnjalo da je uzorak
identifikovan kao M. nodosa 2005 ustvari uzorak A. cerefolium. Prvi razlog zbog kojeg je
identifikacija dovedena u pitanje je taj Sto glavna komponenta identifikovana u ovom uzorku
uopste nije komponenta koja je karakteristicna za rodove Chaerophyllum L. i Myrrhoides
Fabr. Drugi razlog je §to smo u okviru nasih istrazivanja i sami analizirali nekoliko uzoraka A.
cerefolium pa nam je prisustvo estragola kao glavne komponente u ovom uzorku privuklo
paznju, jer je upravo ovo jedinjenje identifikovano kao dominantna komponenta u svim do
sada publikovanim rezultatima koji se ticu etarskih ulja izolovanih iz nadzemnih delova biljne
vrste A. cerefolium. Treci razlog je $to smo nakon pretrazivanja i uporedivanja morfoloskih
karakteristika ove dve biljne vrste dosli do zakljucka da ukoliko je identifikacija izvrSena
samo na osnovu morfoloskih karakteristika (koje su veoma sli¢ne za ove dve biljne vrste)
zaista lako moglo do¢i do greSke prilikom identifikacije. I kao poslednji razlog moZemo
navesti da je i u toku naseg viSegodiSnjeg istrazivanja razli¢itih vrsta roda Chaerophyllum L.
par puta mogla biti izvrSena pogreSna identifikacija da nije bilo dodatne analize hemijskog
sastava etarskih ulja koje su na kraju i dovele do kona¢ne pouzdane identifikacije. Nakon
unoSenja statistickih parametara Antriscus cerefolim uzoraka u AHC analizu, dobijen je
dendogram na kome se jasno vidi grupisanje uzorka obeleZenog kao M. nodosa 2005 sa
uzorcima A. cerefolium u okviru “neterpenskog” klastera, dok je sa druge strane podela

ostalih uzoraka Charophyllum i Myrrhoides ostala nepromenjena.
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Rezultati i diskusija

Svojstvene vrednosti prva tri faktora su bile veé¢e od 1, tako da su oni i uzeti u
razmatranje. Doprinos od 84,2% na formranje faktora 1 (sa svojstvenom vrednoséu od 23,4)
imaju ugljovodoni¢ni monoterpeni. Na formiranje faktora 2 (svojstvena vrednost 9,3) najvise
uticu ugljovodonicni seskviterpeni (61,2%), dok neterpenska jedinjenja imaju najveci uticaj
na osu faktor 3 (48,5%) koja ima svojstvenu vrednost od 7,5.

PCA plot sa osom faktor 1 koja objasnjava 57,04% i osom faktor 2 koja objasnjava
22,77% ukupne varijabilnosti je dat na slici 24.
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05 o 3

Monoterpenska grupa

0.0

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Factor 2 : 22.77%

-0.5
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-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
Factor 1 : 57.04%

Slika 24. PCA plot

Rezultati PCA analize se u potpunosti slazu sa rezultatima AHC analize. Kao i na
AHC dendogramu, i u ovom slucaju su se uzorci A. cerefolium grupisali zajedno sa uzorkom
M. nodosa 2005 i potpuno odvojili od ostalih uzorka. Razlog grupisanja ovih uzoraka i
njihovog polozaja na PCA plotu na kome su potpuno odvojeni je neterpenska frakcija koja je
u svim ovim uzorcima prisutna u procentu od preko 90%, dok su u svim Chaerophyllum i

Myrrhoides uzorcima terpenske frakcije dominantne.
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Rezultati i diskusija

Rezultati AHC analize svih Chaerophyllum i Myrrhoides uzoraka uz uzorke
Anthriscus cerefollium, koji su koris§¢eni kao spoljna grupa kada su kao varijable koris¢ene
komponente sa relativnim sadrzajem >5% makar u jednom ispitivanom uzorku su prikazani

na slici 25.
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Slika 25. AHC dendogram
Nakon presecanja dendograma uocava se jasna podela na dva klastera. Prvi

“Anthriscus” klaster su ¢inili uzorci Anthriscus cerefolium i uzorak M. nodosa 2005, dok su u

drugom “Chaerophyllum” klasteru svi Chaerophyllum i Myrrhoides uzorci grupisani u okviru
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Rezultati i diskusija

cetiri podklastera. U prvom podklasteru su svi C. temulum uzorci kao i uzorak C. aromaticum
I M. nodosa iz Srbije. Najvecu sli¢nost u drugom podklasteru imaju uzorci C. coloratum i C.
aromaticum iz Gr¢ke sa izmerenim rastojanjem od 21,4. Trec¢i podklaster sadrzi sve uzorke C.
aureum, kao i uzorke C. byzantinum, C. aromaticum iz Turske, C. heideichii kao i M. nodosa
iz Crne Gore. I na kraju, u ¢etvrtom klasteru imamo jasno odvojene uzorke C. bulbosum iz
Srbije na jednoj strani i uzorke iz Irana na drugoj strani. Najveca slicnost u okviru
“Anthriscus” klastera je izmedu uzoraka A. cerefolium 2009b i A. cerefolium 2016, kao i
izmedu uzoraka M. nodosa 2005 i Anthriscus cerefolium 2011 sa medusobnim rastojanjem od
svega 4. Sve ovo ukazuje na Cinjenicu da su naSe sumnje opravdane, i da je uzorak
identifikovan kao M. nodosa 2005, ustvari A. cerefolium.

Na slici 26 je dat graficki prikaz PCA analize sa osom faktor 1 (svojstvena vrednost
8,5) koja doprinosi objasnjenju 20,76% i osa faktor 2 (svojstvena vrednost 7,8) 18,95%
ukupne varijabilnosti.
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Slika 26. PCA plot
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Rezultati i diskusija

Korelaciona matrica pokazuje da svaka varijabla ima bar jedan koeficijent korelacije

sa apsolutnom vrednoséu vecom od 0,3.

U formiranju ose faktor 1 najvise je ucestvovao estragol i to sa doprinosom od 69,9%,
dok su u formiranju ose faktor 2 ucestvovali sabinen sa doprinosom od 44,7 i germakren D sa
doprinosom od 25,1. Negativno opterecenje na faktor 1 imaju svi Anthriscus uzorci kao i
uzorak M. nodosa 2005 pa se samim tim ovi uzorci nalaze u negativhom delu u odnosu na
ovu osu. Sa druge strane, svi Chaerophyllum i Myrrhoides uzorci su imali pozitivho
opterecenje na faktor 1 pa se samim tim i svi oni nalaze zajedno grupisani u pozitivnom delu

ove 0se.

Ukoliko se analizira grupisanje uzorka u odnosu na osu faktor 1, uocava se jasno
odvajanje uzorka Myrrhoides nodosa 2005 u odnosu na sve ostale Chaerophyllum i
Myrrhoides uzorke, i njegovo grupisanje sa uzorcima Anthriscus cerefolium sa razli¢itih
lokacija. Ono $to je karakteristicno za sve Anthriscus cerefolium uzorke je prisustvo estragola
kao dominantne komponente (koji je i u uzorku M. nodosa 2005 identifikovan kao glavna
komponenta). S druge strane, ovo jedinjenje nije detektovano ni u jednom od ispitivanih
Chaerophyllum i Myrrhoides uzoraka. Samim tim, ovo jedinjenje predstavlja glavnu

karakteristiku na osnovu koje je izvrSena podela uzoraka na “Anthriscus” i “Chaerophylum”

grupu.
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Rezultati i diskusija

4.4.3. Statisticka analiza sastava etarskih ulja biljnih vrsta
podfamilije Scandicinae sa teritorije Srbije i Crne Gore

Nakon statisticke analize Chaerophyllum i Myrrhoides uzoraka, uradena je AHC i

PCA statistiCka obrada podataka koji su ukljucivali sve uzorke etarskih ulja izolovanih iz

nadzemnih delova biljnih vrsta koje pripadaju podfamiliji Scandicinae sa teritorije Srbije.
Tabele sa klasama identifikovanih jedinjenja kao i relativnim sadrZzajem komponenata u

etarskim uljima koje su koris¢ene za statistiCku analizu su date u prilogu 58 i 59.

M - ugljovodoniéni monoterpeni
MO - oksigenovani monoterpeni
S - ugljovodoni¢ni monoterpeni

SO - oksigenovani seskviterpeni
D - ugljovodoni¢ni diterpeni

DO - oksigenovani diterpeni

O - ostale klase

B0

(<3
(<)

o
A0

Slika 27. 3D graficki prikaz relativne zastupljenosti klasa identifikovanih jedinjenja u
odabranim uzorcima etarskih ulja podfamilije Scandicinae teritorije Srbije
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Slika 28. AHC dendogram
Na dendogramu dobijenom AHC analizom nakon presecanja dendograma uo¢avamo

prisustvo tri klastera. Prvi je klaster u kome su zajedno grupisani uzorci u kojima su

dominantni monoterpeni pa je samim tim ovaj klaster oznacen kao “monoterpenski”. U okviru

ovog klastera imamo dva podklastera. Prvi “Antriscus” podklaster se sastojao od uzoraka

biljnih vrsta A. sylvestris i A. caucalis pri ¢emu je u okviru ovog podklastera i uzorak C.

aureum 2009a (sa Suve Planine). Ono $to izdvaja ova Cetiri uzorka jeste da u njima pored

ugljovodoni¢nih moterpena imamo prisustvo i oksigenovanih monoterpena (A. caucalis i C.

aureum 2009a) ili seskviterpensku frakciju (A. sylvestris). Drugi “Chaerophyllum” podklaster

u okviru “monoterpenskog” klastera se sastoji od uzoraka u kojima ugljovodoni¢ni

monoterpeni ¢ine preko 75% ukupnog sastava. Drugi klaster je klaster u kome su grupisani
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Rezultati i diskusija

uzorci u kojima je dominantna neterpenska frakcija, pa je samim tim ovaj klaster obelezen
kao “neterpenski”. U okviru ovog klastera primeCujemo grupisanje uzoraka u tri manja
podklastera. Prvi - “Antriscus” podklaster, predstavlja grupisane uzorke biljne vrste Antriscus
cerefolium (na osnovu malog medusobnog rastojanja moze se zakljuciti da je najveca slicnost
upravo izmedu ovih uzoraka); drugi “Athamanta” podklaster sadrzi uzorke vrste Athamanta
haynaldii i tre¢i “Scandix” podklaster ¢ine Cetiri uzoraka Scandix pecten-veneris L. Treci
“seskviterpenski” klaster predstavlja grupisanje svih uzoraka u kojima su dominantne
komponente seskviterpeni. U okviru ovog klastera uo¢avamo podelu na dva podklastera -
“Geocaryum” podklaster u kome se nalaze svi uzorci Geocaryum cynapioides kojima su
pridruzeni i C. temulum 2015a (Ni$) i C. temulum 2015c (Temska) kao i M. nodosa 2014 (sa
Tare). Ono §to je karakteristicno za ove uzorke je to da su u svim ovim uzorcima
ugljovodoni¢ni seskviterpeni prisutni u procentu ve¢em od 70% dok su sa druge strane, u
podklasteru “Chaerophyllum” grupisani uzorci u kojima su pored ugljovodoni¢nih, prisutni i

oksigenovani seskviterpeni.

Korelaciona matrica pokazuje da svaka varijabla (osim A. caucalis) ima bar jedan
koeficijent korelacije sa apsolutnom vrednos$¢u ve¢om od 0,3.

Svojstvene vrednosti prva tri faktora su bile vec¢e od 1, pa su samim tim opterecenja
ovih faktora i uzeta u razmatranje prilikom analize podfamilije Scandicinae. Kumulativna
vrednost ova tri faktora iznosi 96% sa svojstvenim vrednostima od 13,9 za faktor 1, 11,9 za
faktor 2 19,7 za faktor 3. U formiranju prve ose neterpenoidna klasa (31,7%), ugljovodoni¢ni
monoterpeni (29,5%) i ugljovodoni¢ni seskviterpeni (29,1%) imaju najve¢i doprinos.
Ugljovodoniéni seskviterpeni su najznacajniji u formiranju druge ose i to sa doprinosom od
39,9%, dok najveci doprinos na osu faktor 3 imaju neterpenoidna jedinjenja. Diferenciranje
uzoraka u odnosu na faktor 1 je takvo da su se u pozitivnom delu ove ose grupisani uzorci u
kojima su dominantni monoterpeni, dok su se u negativnom delu ose nasli uzorci u kojima su
dominantni seskviterpeni i neterpenska jedinjenja. Najvece negativno opterecenje na faktor 1
(-0,9) imaju uzorci biljne vrste Athamanta. Najvece pozitivno opterecenje na osu faktor 2 ima
uzorak C. temulum 2015b (0,96).

Rezultat PCA statistiCke analize za slucaj kada su ispitivani uzorci Scandicinae sa
teritorije Srbije je prikazan na slici 29. PCA faktorska ravan objasnjava 69,84% od ukupne
varijabilnosti, pri ¢emu osa faktor 1 objasnjava 37,62% dok osa faktor 2 objasnjava 32,22%

ukupne varijabilnosti.
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Slika 29. PCA plot
Povlacenjem paralele sa AHC analizom, uocava se kompatibilnost izmedu grupa
dobijenin  PCA analizom i Kklastera koji su se formirali prilikom AHC analize.
“Monoterpenska” grupa predstavlja uzorke u kojima su dominantni monoterpeni i sastoji se
od uzoraka C. aureum, C. bulbosum, C. coloratum, M. nodosa 2009 i M. odorata. Ukoliko
uporedimo ovu grupu uzoraka sa ‘“monoterpenskim” klasterom prime¢ujemo da se na PCA
plotu uzorak A. caucalis, koji se nalazio u okviru monoterpenskog klastera, ne nalazi grupisan
sa gore navedenim uzorcima. Ovakav polozaj je oc¢ekivan na osnovu korelacione matrice, iz
koje se jasno vidi da jedino A. caucalis nema nijedan koeficijent korelacije sa apsoluthom
vrednos¢u ve¢om od 0,3. Glavne komponente identifikovane u ovom uzorku pripadaju Kklasi
oksigenovanih monoterpena (klasa koja u vecini uzoraka nije prisutna ili je prisutna u
zanemarljivom procentu). Uzorci G. cynapioides, C. temulum i C. aromaticum ¢ine
“seskviterpensku” grupu koja je ekvivalenta seskviterpenskom klasteru. I na kraju, svi ostali
uzorci koji se karakteriSu dominantnom neterpenskom frakcijom su grupisani zajedno U

okviru “neterpenske” grupe.

127



Rezultati i diskusija

Na slici 30 je prikazan AHC dendogram uzoraka podfamilije Scandicinae sa teritorije

Srbije na kome se jasno uocava prisustvo sedam razlicitih klastera.
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Prvi “Chaerophyllum” klaster se sastojao od uzoraka C. aureum, C. coloratum, A.
caucalis, A. sylvestris i M. odorata (uzorci u kojima je sabinen glavna komponenta). U okviru
ovog klastera uocavaju se dva manja podklastera. Prvi podklaster obuhvata sve C. aureum
uzorke kao i uzorke A. sylvestris i M. nodosa iz Crne Gore. Drugi, manji podklaster obuhvata
tri uzorka - M. odorata, A. caucalis i C. coloratum. Na osnovu velikog medusobnog rastojanja
(87,2) moze se zakljuciti da, iako su grupisani u okviru istog podklastera, ovi uzorci nisu
sli¢ni po hemijskom sastavu etarskog ulja. Drugi “Scandix” klaster predstavlja uzorke Scandix
pecten-veneris sa razli¢itih lokacija; tre¢i “Athamanta” klaster u kome se nalaze uzorci A.
haynaldii. Cetvrti “Chaerophyllum” klaster u kome su grupisani uzorci C. temulum, C.
aromaticum i M. nodosa u okviru dva nejednaka podklastera. U jednom podklasteru su se
izdvojili uzorci M. nodosa 2014 i C. temulum 2015c, dok drugi, ve¢i podklaster sadrzi sve
ostale uzorke C. temulum kao i uzorak C. aromaticum. Najveca sli¢nost u ovom podklasteru
je izmedu C. temulum 2014b i C. temulum 2017 (rastojanje 10,2). “Geocaryum” klaster je
klaster sa uzorcima biljne vrste G. cynapioides. Kao Sesti klaster su se izdvojili uzorci C.
bulbosum iz Srbije i na kraju klaster “Anthriscus” koji se potpuno izdvojio od svih ostalih

klastera prikazanih na dendogramu.

Ono $to se moze primetiti je da su se skoro svi uzorci lepo grupisali i formirali klastere
koji podrzavaju taksonomsku podelu rodova na osnovu morfoloskih i molekulskih

karakteristika.

129



Rezultati i diskusija

Korelaciona matrica pokazuje da svaka varijabla (osim C. coloratum i A. caucalis)

ima bar jedan koeficijent korelacije sa apsolutnom vrednos¢éu ve¢om od 0,3.

Na slici 31 su prikazani rezultati PCA statisticke analize kada se kao kriterijum za
definisanje varijabilnosti koriste komponente sa relativnim sadrzajem >5% makar u jednom
ispitivanom uzorku. Osa faktor 1 ima svojstvenu vrednost od 7,11 i objasnjava 19,23%
ukupne varijanse pri ¢emu najveci doprinos na ovaj faktor ima komponenta germakren D
(55,6%). Najveci doprinos osi faktor 2, koja ima svojstvenu vrednost od 5,82 i objasnjava
15,73% ukupne varijabilnosti, daje komponenta sabinene i to 54,4%. Najvece pozitivho
opterecenje na faktor 1 imaju uzorci C. temulum i M. nodosa iz Srbije sto je i ocekivano
obzirom na visoku koncentraciju germakrena D u ovim uzorcima. Najvece negativno
optere¢ennje na osu faktor 2 imaju uzorci C. aureum i M. nodosa iz Crne Gore (uzorci u

kojima je sabinen glavna komponenta).
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Slika 31. PCA plot
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Ukoliko pogledamo podelu u odnosu na osu Y (faktor 2), primecujemo da se u
negativnom delu Y ose nalaze uzorci u kojima su kao glavne komponente identifikovani
terpeni dok se u pozitivnom delu nalaze neterpenski uzorci. U okviru neperpenskih uzoraka
uocavamo “Antriscus” grupu koja se sastojala od uzoraka A. cerefolium u kojima je
dominantna komponenta eugenol, zatim “Scandix” grupu jer su i na PCA plotu svi Scandix
uzorci grupisani zajedno zbog toga $to je u svim ovim uzorcima kao glavna komponenta
identifikovan tridekan. (E)-B-Farnezen je glavna komponenta u uzorcima Geocarium i kao
takva odgovorna za grupisanje ovih uzoraka. Uzorci biljne vrste A. haynaldii se karakterisu
visokim sadrzajem miristicina, dok se uzorak A. caucais nalazi u blizini centra $to ukazuje na
veliko odstupanje u odnosu na ostale uzorke (u ovom uzorku je hrizantenil acetat
identifikovan kao glavna komponenta (62%) dok sa druge strane ovo jedinjenje u ostalim
uzorcima nije ¢ak ni identifikovano). Kao $§to je ve¢ reCeno, u negativhom delu Y ose se

nalaze uzorci u kojima su terpeni glavne komponente.

Etarsko ulje nadzemnog dela M. odorata je imalo znacajan sadrzaj p-cimena za razliku
od svih ostalih uzoraka u kojima je ovo jedinjenje bilo prisutno u zanemarljivim koli¢énama i
upravo zbog ovako velikog sadrzaja p-cimena ovaj uzorak je na PCA plotu potpuno odvojen
od ostalih. lako su u AHC analizi sva tri uzorka A. haynaldii bila grupisana zajedno, kod PCA
analize se vidi da su uzorci iz 2018 godine prakti¢no isti, dok se uzorak iz 2013. godine
neznatno odvojio od njih. Jedan od razloga za ovakvo grupisanje sigurno leZi u ¢injenici da
iako je u svim uzorcima ista glavna komponenta (miristicin), ono Sto odvaja uzorak iz 2013.
godine je veliki procenat bicikloseskvifelandrena, jedinjenje koje nije detektovano u ostala
dva uzorka. | na kraju, Antriscus cerefolium i Antriscus caucalis koji su zajedno grupisani u
okviru grupe “Antriscus”. Sto se ti¢e grupisanja ostalih uzoraka, njihova podela je ostala
neporomenjena u odnosu na grupisanje kada su u statistickoj analizi razmatrani samo uzorci

Chaerophyllum sa teritorije Srbije i Crne Gore.
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Rezultati dobijeni prilikom analize hemijskog sastava etarskih ulja izolovanih iz
razli¢itih biljnih vrsta roda Chaerophyllum L. sa teritorije Srbije i Crne Gore ukazuju na to da
sastav etarskih ulja zavisi pre svega od dela biljke iz kog je etarsko ulje izolovano, pri ¢emu
se najvece razlike mogu uociti izmedu etarskog ulja korena i nadzemih delova biljke. Ono $to
je takode interesantno je to da se uporedivanjem etarskih ulja koja su izolovana iz nadzemnih
delova iste biljne vrste, ali sa razli¢itih lokaliteta, primecuju razlike i u kvalitativnom i u
kvanititativnom sastavu, §to ukazuje na ¢injenicu da klimatski faktori kao i vrsta podloge na
kojoj data biljka raste imaju veliki uticaj na hemijski sastav etarskih ulja. 1z ovih razlika u
hemijskom sastavu etarskog ulja proizilazi i razlika u bioloskoj (antimikrobnoj i
antioksidativnoj) aktivnosti ispitivanih biljnih vrsta. KoriS¢enjem etarskih ulja kao
hemotaksonomskih markera, dobijeni su rezultati koji se donekle razlikuju od rezultata

dobijenih analizom molekularnih markera.
U okviru ove doktorske disertacije su izvrSena sledeca ispitivanja.

e Analiziran je hemijski sastav lako isparljivih komponenata i etarskih ulja biljnih
vrsta roda Chaerophyllum L. koje rastu na teritoriji Srbije i Crne Gore, pri ¢emu su
dobijeni sledeci rezultati:

- Chaerophyllum aromaticum L. - analizom lako isparljivih (headspace) uzoraka i
etarskih ulja izolovanih iz svezeg korena i nadzemnih delova u punoj vegetacionoj fazi,
utvrdeno je da su u HS uzorcima najzastupljenije komponente ugljovodoni¢ni
monoterpeni, dok su se sa druge strane, etarska ulja sastojala uglavnom od seskviterpena,
koji su predstavljali 73,4% korena i 63,4% ulja iz nadzemnih delova. Sto se glavnih
komponenti ti¢e, a-pinen je identifikovan kao dominantna komponenta u isparljivim
sastojcima korena, zajedno sa n-nonanom i limonenom; s druge strane, mircen, (E)-B-
ocimen i B-felandren ¢ine preko 50% lako isparljivin komponenata nadzemnog dela
biljke. Kada su etarska ulja u pitanju, ukupno je identifikovano 89 jedinjenja u ulju
izolovanom iz korena sa viridiflorolom (22,2%) kao glavnom komponentom. Takode, u

etarskom ulju izolovanom iz nadzemnih delova, identifikovano je ukupno 67 jedinjenja sa
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germakrenom D (16,4%), a-humulenom (11,7%) i (E)-kariofilenom (10,9%) kao

dominantnim komponentama.

- Chaerophyllum aureum L. - u svim uzorcima dobijenim headspace tehnikom,
najzastupljenija klasa jedinjenja su ugljovodoni¢ni monoterpeni, sa sabinenom koji je
glavna komponenta u svim nadzemnim delovima, predstavljajuc¢i 58,5% cvasti, 53,5%
stabljike i 47,8% ukupnih isparljivih sastojaka celog nadzemnog dela. Sto se lako
isparljivih jedinjenja korena ti¢e, njegov hemijski sastav se znatno razlikuje od hemijskog
sastava nadzemnih delova biljke, sa p-cimenom (45,1%), a-pinenom (21,1%) i mircenom
(14,5%) kao najzastupljenijim komponentama. Kao i kod headspace uzoraka, u svim
uzorcima etarskih ulja, glavne komponente pripadaju klasi ugljovodoni¢nih monoterpena.
Sabinen je identifikovan kao dominantna komponenta nadzemnog dela (40,8%) i stabljike
(35%) dok je limonen identifikovan kao glavna komponenta u uzorcima cvasti (26,5%) i
korena (9%).

- Chaerophyllum bulbosum L. - lako isparljive komponente nadzemnih delova
biljke sastojale su se 100% od ugljovodoni¢nih monoterpena, sa (E)-p-ocimenom, koji je
u svim uzorcima (cvasti, stablo i celokupan nadzemni deo) bio prisutan u procentu od
preko 90%. U uzorku korena, u kome je identifikovano dvadeset jedinjenja (Sto
predstavlja 99,9% ukupnog sadrzaja), glavnu klasu su takode predstavljali ugljovodoni¢ni
monoterpeni (98,7%) sa (E)-B-ocimenom (46,1%), limonenom (14,9%), y-terpinenom
(12,5%), p-cimenom (11,1%) i a-pinenom (10,9%) kao glavnim komponentama. Sli¢na
situacija je primeéena i kod uzoraka etarskih ulja. Etarska ulja dobijena iz nadzemnih
delova biljke su se sastojala od preko 98% ugljovodoni¢énih monoterpena sa (E)-p-
ocimenom kao najzastupljenijim jedinjenjem. U uzorku etarskog ulja korena (E)-B-ocimen
je takode identifikovan kao glavna komponenta ali sa znatno manjim udelom (38,5%) u
odnosu na etarska ulja nadzemnih delova, u kojima je (E)-p-ocimen predstavljao preko

85% celokupnog sastava etarskog ulja.

- Chaerophyllum coloratum L. - u svim analiziranim headspace uzorcima,
najzastupljenije  komponente pripadaju Kklasi ugljovodoni¢nih monoterpene, Kkoji
predstavljaju preko 97% identifikovanih lako isparljivih sastojaka. (Z)-B-Ocimen i (E)-p-
ocimen su glavne komponente u uzorcima nadzemnih delova biljke, dok su u uzorku
korena [-pinen (38,1%), p-cimen (18,8%), y-terpinen (14,2%) i o-pinen (12,7%)
identifikovani kao jedinjenja sa znac¢ajnim relativnim udelom. Rezultati analize hemijskog

sastava etarskih ulja dobijenih iz razli¢itih delova ove biljne vrste pokazuju da se sastav
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etarskog ulja iz nadzemnih delova biljke znatno razlikuje od sastava etarskog ulja
izolovanog iz korena, a da su sa druge strane, razlike izmedu hemijskog sastava etarskih
ulja iz razli¢itih delova nadzemnog dela biljke (cvast, plod i stablo) zanemarljive. Dve
najdominantnije komponente u uzorcima nadzemnih delova biljke su stereohemijski
izomeri ocimena ((Z)-p-ocimen i (E)-p-ocimen), dok je u uzorku korena preovladavajuca
komponenta (Z)-falkarinol, u procentnom sadrzaju od 24,7%, a nije identifikovan u

nadzemnim delovima biljke ¢ak ni u tragovima.

- Chaerophyllum hirsutum L. - zajedni¢ko za sve headspace uzorke je prisustvo
ugljovodoni¢nih monoterpena kad dominantne klase jedinjenja pri cemu postoji razlika u
glavnim komponentama. Koren sadrzi -felandren kao dominantno jedinjenje, sabinen je
prisutan kao glavna komponenta u isparljivim sastojcima stabla, dok je u cvastima kao
dominantna komponenta identifikovan endo-fenhil acetat. Analizom etarskih ulja je
utvrdeno da se sastav etarskih ulja iz nadzemnih delova biljke prili¢no razlikuje u odnosu
na etarsko ulje iz korena. Etarsko ulje korena pokazalo je prisustvo fenolnih jedinjenja
(13,2%), dok su u uljima iz nadzemnih delova ova jedinjenja prisutna u vrlo malim
kolicinama (0,1% u stablu i 0,2% u cvastima). Ukupno je identifikovano 70 jedinjenja u
ulju izolovanom iz korena, sa y-terpinenom (15,8%) kao glavnim komponentom. U uljima
izolovanim iz stabla i cvasti, za koja je identifikovano 55, odnosno 69 jedinjenja, glavnu
klasu predstavljaju oksigenovani seskviterpeni sa akorenon B kao glavnom

komponentom, koji predstavlja 57,0% ulja stabla i 44,6% cvasti.

- Chaerophyllum temulum L. — Uporedenjem hemijskog sastava lako isparljivih
komponenata moze se izvesti zaklju¢ak da su uzorci u fazi cvetanja bogatiji u odnosu na
uzorke u fazi plodonosenja i da najvece razlike u sastavu pokazuju uzorci korena. Kada su
u pitanju etarska ulja, u svim uzorcima, osim korena, najdominantnije komponente su
ugljovodoni¢ni seskviterpeni. (Z)-Falkarinol je identifikovan kao glavna komponenta u
etarskim uljima korena (61,7% u fazi cvetanja i 62,3% u fazi plodonosenja). (Z,E)-a-
Farnezen (23,4%), (E)-p-farnezen (9,0%) i germakren D-4-ol (9,0%) su glavne
komponente u etarskom ulju cvasti, dok ulje izolovano iz ploda sadrzi germakren D-4-ol
(27,6%) kao dominantnu komponentu pracenu (Z,E)-a-farnezenom (13,4%). Germakren
D je najzastupljenije jedinjenje etarskog ulja stabla (38,4% u fazi cvetanja i 32,5% u fazi
plodonosenja). Dobijeni rezultati ukazuju na to da kvalitativni sastav ulja zavisi od dela
biljke koji se analizira, dok kvantitativni udeo glavnih komponenata zavisi od fenofaze u

kojoj se analizirana biljna vrsta nalazila.

134



Zakljucak

Uporedivan je sastav etarskih ulja istih biljnih vrsta prikupljanih sa razli¢itih
lokaliteta u cilju dobijanja odgovora na pitanje koliki je uticaj podloge na hemijski
sastav etarskih ulja i na osnovu rezultata analiza izvuc€en je zakljuak da podloga
igra znacajnu ulogu u hemijskom sastavu etarskih ulja i da je jako bitno na kom
tipu zemljiSta raste analizirana biljka. U zavisnosti od toga koja podloga je u
pitanju, sastav etarskog ulja moze da varira kako u kvalitativnom, tako i u
kvantitativnom smislu.

Uporedivan je hemijski sastav etarskih ulja izolovanih iz biljnih vrsta koje su
prikupljane sa istih lokacija ali razli¢itih godina sa ciljem da se ispita uticaj samo
spoljnih faktora kada je u pitanju ista vrsta podloge. Dobijeni su rezultati koji
ukazuju na to da spoljni faktori, sami po sebi, nemaju izrazito veliki uticaj na
sastav etarskih ulja roda Chaerophyllum L.

Ispitivana je antioksidativna aktivnost etarskih ulja primenom pet razli¢itih metoda
i dobijeni rezultati ukazuju na to da uzorci etarskog ulja izolovani iz razli¢itih vrsta
roda Chaerophyllum L. poseduju slab antioksidativni potencijal, $to je u neku ruku
1 o¢ekivano obzirom na njihov hemijski sastav.

IzvrSeno je ispitivanje antimikrobne aktivnosti tako $to su uzorci etarskih ulja
testirani na sojeve Gram-pozitivnih (Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633
i Staphylococcus aureus ATCC 6538) i Gram-negativnih bakterija (Escherichia
coli ATCC 8739 i Salmonella abony ATCC 6017) koris¢enjem disk difuzione
metode. Dobijeni rezultati su pokazali da su se Gram-negativne bakterije pokazale
kao rezistentnije prema ispitivanim etarskim uljima od Gram-pozitivnih bakterija.
IzvrSena je hemotaksonomska analiza vrsta roda Chaerophyllum L. kori§¢enjem
komponenti etarskih ulja kao hemotaksonomskih markera za statisticku obradu.
Zbog c¢injenice da hemijski sastav etarskih ulja moze znatno da varira u zavisnosti
od toga iz kog dela biljke je izolovano etarsko ulje, u kojoj je fenofazi bila biljka
prilikom prikupljanja biljnog materijala, kao i da li je etarsko ulje dobijeno
destilacijom svezeg ili suvog biljnog materijala, u statisticku analizu su pored
nasih rezultata ukljuceni samo oni literaturni podaci o hemijskom sastavu etarskih
ulja izolovanih iz nadzemnih delova razli¢itih biljnih vrsta roda Chaerophyllum L.
Rezultati dobijeni statistickom analizom sastava etarskih ulja biljnih vrsta
Chaerophyllum L. i Myrrhoides Fabr. sa teritorije Srbije i Crne Gore ukazuju na to

da je biljna vrsta Myrrhoide nodosa, koja je ranije pripadala rodu Chaerophyllum
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L., ali je prema nekim novijim klasifikacijama izdvojena u monotipski rod, sa
aspekta koriS¢enja etarskih ulja kao hemotaksonomskih markera neopravdano
izopStena iz roda. StatistiCkom analizom sastava etarskih ulja biljnih vrsta roda
Chaerophyllum L. i Myrrhoides Fabr., kada su pored uzoraka sa teritorije Srbije i
Crne Gore analizirani i literaturni podaci o etarskim uljima sa drugih podrucja,
dobijeni su rezultati koji ukazuju na mogucnost da je jedan od uzoraka koji je na
osnovu morfoloskih karakteristika identifikovan kao Myrrhoides nodosa ustvari
uzorak Anthriscus cerefolium. Ovo je dokazano ubacivanjem kontrolne (spoljne)
grupe, pri ¢emu se uzorak za koji se sumnjalo da je pogresno identifikovan, jasno
izdvojio od ostalih uzoraka roda Chaerophyllum L. i Myrrhoides Fabr. i grupisao
zajedno sa uzorcima Anthriscus cerefolium. Sve ovo ukazuje na to da koriS¢enje
etarskih ulja kao hemotaksonomskih markera ima smisla i da samo morfoloski

karakteri nisu dovoljni za potpunu identifikaciju biljnih vrsta.
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7. PRILOZI

7.1. GC hromatogrami

Prilog 1. GC-MS hromatogram headspace uzorka nadzemnog dela biljne vrste C. aromaticum L. (Tara, 2014)
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Prilog 2. GC-MS hromatogram headspace uzorka korena biljne vrste C. aromaticum L. (Tara, 2014)
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Prilozi

Prilog 3. GC-MS hromatogram etarskog ulja nadzemnog dela biljne vrste C, aromaticum L. (Tara, 2014)
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Prilog 4. GC-MS hromatogram etarskog ulja korena biljne vrste C. aromaticum L. (Tara, 2014)
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Prilog 5. GC-MS hromatogram headspace uzorka nadzemnog dela biljne vrste C. aureum L. (Vlasina, 2013)
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Prilozi

Prilog 6. GC-MS hromatogram headspace uzorka cveta biljne vrste C. aureum L. (Vlasina, 2013)
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Prilog 7. GC-MS hromatogram headspace uzorka stabljike biljne vrste C. aureum L. (Vlasina, 2013)
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Prilog 8. GC-MS hromatogram headspace uzorka korena biljne vrste C. aureum L. (Vlasina, 2013)
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Prilozi

Prilog 9. GC-MS hromatogram etarskog ulja nadzemnog dela biljne vrste C. aureum L. (Vlasina, 2013)
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Prilog 10. GC-MS hromatogram etarskog ulja cveta biljne vrste C. aureum L. (Vlasina, 2013)
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Prilog 11. GC-MS hromatogram etarskog ulja stabljike biljne vrste C. aureum L. (Vlasina, 2013)
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Prilozi

Prilog 12. GC-MS hromatogram etarskog ulja korena biljne vrste C. aureum L. (Vlasina, 2013)

4132 [<E1TIC Scan CRA2.D
174
15
134
144
134

114

EE
034
D.lj

044
054

04
034
024

Prilog 13. GC-MS hromatogram poredenja headspace uzoraka nadzemnog dela biljne vrste C. aureum L.
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Prilog 14. GC-MS hromatogram poredenja uzoraka etarskih ulja nadzemnog dela biljne vrste C. aureum L.
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Prilog 15. GC-MS hromatogram headspace uzorka nadzemnog dela biljne vrste C. bulbosum L. (Vlasina, 2018)
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Prilog 16. GC-MS hromatogram headspace uzorka cveta biljne vrste C. bulbosum L. (Vlasina, 2018)
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Prilog 17. GC-MS hromatogram headspace uzorka stabljike biljne vrste C. bulbosum L. (Vlasina, 2018)
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Prilog 18. GC-MS hromatogram headspace uzorka korena biljne vrste C. bulbosum L. (Vlasina, 2018)
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Prilog 19. GC-MS hromatogram etarskog ulja nadzemnog dela biljne vrste C. bulbosum L. (Vlasina, 2018)
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Prilog 20. GC-MS hromatogram etarskog ulja cveta biljne vrste C. bulbosum L. (Vlasina, 2018)
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Prilog 21. GC-MS hromatogram etarskog ulja stabljike biljne vrste C. bulbosum L. (Vlasina, 2018)
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Prilog 22. GC-MS hromatogram etarskog ulja korena biljne vrste C. bulbosum L. (Vlasina, 2018)
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Prilog 23. GC-MS hromatogram porednje headspace uzorka nadzemnog dela biljne vrste C. bulbosum L.
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Prilog 24. GC-MS hromatogram poredenja uzoraka etarskih ulja nadzemnog dela biljne vrste C. bulbosum L.

oot

88

B
PEs
]
73]

.54

481 TIC Scar CHE nubiiazes O

BUBBNIRPJUBRITIDOOLGOU
Cowts vs 2oguistive Time fren)

Viasima, 2018
Viasina, 2013

Prilog 25. GC-MS hromatogram headspace uzorka nadzemnog dela biljne vrste C. coloratum L. (Bioce, 2018)
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Prilog 26. GC-MS hromatogram headspace uzorka cveta biljne vrste C coloratum L. (Bioce, 2018)
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Prilog 27. GC-MS hromatogram headspace uzorka stabljike biljne vrste C. coloratum L. (Bioce, 2018)
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Prilog 28. GC-MS hromatogram headspace uzorka korena biljne vrste C. coloratum L. (Bioce, 2018)
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Prilog 29. GC-MS hromatogram headspace uzorka ploda biljne vrste C. coloratum L. (Bioce, 2018)

108 |1 TIC Scae CrC ploe HSS ponove 0
35
-
154

54

154

D:4A_J_|_J.“_ﬁ_x_—:—
= B T N T

W N Y W R W N B DR NN D BD & 2% RN H » ¥y »
Cowrm va Looustioe Time (mind

154



Prilozi

Prilog 30. GC-MS hromatogram etarskog ulja nadzemnog dela biljne vrste C. coloratum L. (Bioce, 2018)
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Prilog 31. GC-MS hromatogram etarskog ulja cveta biljne vrste C. coloratum L. (Bioce, 2018)
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Prilog 32. GC-MS hromatogram etarskog ulja stabljike biljne vrste C. coloratum L. (Bioce, 2018)
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Prilog 33. GC-MS hromatogram etarskog ulja korena biljne vrste C. coloratum L. (Bioce, 2018)
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Prilog 34. GC-MS hromatogram etarskog ulja ploda biljne vrste C. coloratum L. (Bioce, 2018)
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Prilog 35. GC-MS hromatogram headspace uzorka cveta biljne vrste C. hirsutum L. (Perucac, 2015)
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Prilog 36. GC-MS hromatogram headspace uzorka stabljike biljne vrste C. hirsutum L. (Perucac, 2015)
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Prilog 37. GC-MS hromatogram headspace uzorka korena biljne vrste C. hirsutum L. (Perucac, 2015)
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Prilog 38. GC-MS hromatogram etarskog ulja cveta biljne vrste C. hirsutum L. (Peru¢ac, 2015)
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Prilog 39. GC-MS hromatogram etarskog ulja stabljike biljne vrste C. hirsutum L. (Perucac, 2015)

)
134

25
124
Ly
194
T4
4
074
034
024
084
o4
04
CES
Ll
e
$54
054
04
6354
234
029
024
o
LAE

«E1 TIC Scae CH 15 stablo O

04
3

RTINS

MR RBEBETRAIIDIRINIEITEINON LR R R = R Q8 85000005 506588 %N w8
G

owets Vo Aooustioe Time (rind

Prilog 40. GC-MS hromatogram etarskog ulja korena biljne vrste C. hirsutum L. (Peruc¢ac, 2015)
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Prilog 41. GC-MS hromatogram headspace uzorka nadzemnog dela biljne vrste C. temulum L. (Nis, 2014)
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Prilog 42. GC-MS hromatogram headspace uzorka cveta biljne vrste C. temulum L. (Nig, 2014)
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Prilog 43. GC-MS hromatogram headspace uzorka stabljike biljne vrste C. temulum L. (Nis, 2014)
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Prilog 44. GC-MS hromatogram headspace uzorka korena biljne vrste C. temulum L. (Nis, 2014)
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Prilog 45. GC-MS hromatogram etarskog ulja nadzemnog dela biljne vrste C. temulum L. (Ni§, 2014)
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Prilog 46. GC-MS hromatogram etarskog ulja cveta biljne vrste C. temulum L. (Nis, 2014)
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Prilog 47. GC-MS hromatogram etarskog ulja stabljike biljne vrste C. temulum L. (Nis, 2014)
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Prilog 48. GC-MS hromatogram etarskog ulja korena biljne vrste C. temulum L. (Nis, 2014)
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Prilog 49. GC-MS hromatogram poredenje headspace uzorka nadzemnog dela biljne vrste C. temulum L.
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Prilog 50. GC-MS hromatogram poredenje uzoraka etarskih nadzemnog dela biljne vrste C. temulum L.
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7.2. Biljne vrste koriséene za statisticku analizu

Prilog 51. Pregled biljnih vrsta koris¢enih u statistickoj obradi

Oznaka Takson Lokalitet Referenca
. . Anthriscus caucalis .. Stamenkovic,
Anthriscus caucalis M. Bieb Srbija neobjavljeni rezultati

Anthriscus cerefolium 1998 Turska Basger i sar., 1998
Anthriscus cerefolium 2009a
Anthriscus cerefolium 2009b Srbiia Or¢ié, doktorska
Anthriscus cerefolium 2009c Anthriscus J disertacija, 2010
Anthriscus cerefolium 2009d cerefolium
Anthriscus cerefolium 2011 Austrija Chizzola, 2011
Anthriscus cerefolium 2016 Srbija Janmc’zrgisger rad,
Anthriscus sylvestris 2009a Anthriscus svivestris Srbiia Or¢i¢, doktorska
Anthriscus sylvestris 2009b y J disertacija, 2010
Athamanta haynaldii 2013 Srbija Kostic i sar., 2013

Athamanta haynaldii 2018a
Athamanta haynaldii 2018b

Athamanta haynaldii Perucac, Srbija

Kremna, Srbija

Petrovi¢ i sar., 2018b
Petrovi¢ i sar., 2018b

Chaerophyllum aromaticum

Planina Eta,

Evergetis i sar., 2013

2013 _ cenj[ralna Gr_éka
Chaerophyllzténfsaromatlcum Chasrophyllum Planlngrsérl?;llkas, Evergetis i sar., 2015
ChaerophyII2L6T7aromaticum aromaticum Perucac, Srbija Petrovi¢ i sar., 2017a
Chaerophyll2l6r118aromaticum Turska Kﬁrkgﬁz%%lg i sar.,

Chaerop%ggg] e Suva Planina, Stbija 1 . i i sar., 2009
Chaerop%l(;gg aureum Kopaonik, Srbija

Chaerophyllum aureum 2015

Chaerophyllum aureum 2016

Chaerophyllum aureum

Chaerophyllum

aureum Temska, Srbija

Vlasina, Srbija

Temska, Srbija

Stamenkovic,
neobjavljeni rezultati
Stamenkovi¢ i sar.,
2016

Stamenkovic,

2018 neobjavljeni rezultati
Chaerophyllum azoricum
2009a
Chaerophyllum azoricum Chaerophyllum Azori, Portugalija Mendes i sar., 2009
2009b azoricum
Chaerophyllum azoricum
2009c
Chaeropm/zlé)ulrll bulbosum Iran Masoudi i sar., 2011
Chaerophyllum bulbosum Chaerophyllum . " Stamenkovi¢,
2013 bulbosum Vlasina, Srbija neobjavljeni rezultati
Chaerophyllum bulbosum . . Stamenkovic i
2018 Vlasina, Srbija sar.,2020
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Chaerophyllum byzantinum

Chaerophyllum

Bursa, Turska

Kirkg¢iioglu i sar.,

byzantinum 2006
Chaerophyllum - Stamenkovic,
Chaerophyllum coloratum coloratum Bioce, Crna Gora neobjavljeni rezultati
- Chaerophyllum Nematollahi i sar.,
Chaerophyllum crinitum crinitum Iran 2005
Chaerophyllum Chaerophyllum » .
heldreichii heldreichii Parnon, Gréka Evergetis i sar., 2012
Chaerophyllum macropodum Iran Nematollahi i sar.,
2005 2005
Chaerophyllum macropodum Chaerophyllum .
2010 macropodum Boiss. Iran Haghi i sar., 2010
Chaerophyllum macropodum Iran Ghannadi i sar., 2011
2011 N
Chaerophyllum L
macrospermum 2002 Chaerophyllum Iran Rustaiyan i sar., 2002
Chaerophyllum macrospermum Iran Sefidkon i Abdoli,
macrospermum 2005 2005
Chaerophyllum temulum o ..
2014a Nis, Srbija Stamenkovié i sar.,
Chaerophyllum temulum o . 2015
P 2y01 4b Nis, Srbija
Chaerophyllum temulum o ..
5015a Nis, Srbija
Chaerophyllum temulum Chaerophyllum . ..
2015b temulum Kopaonik, Srbija Stamenkovié,
Chaerophyllum temulum Temska. Srbiia neobjavljeni rezultati
2015¢ » >l
Chaerophyllum temulum o .
2017 Nis, Srbija
Chaerophyllum temulum o .. Stamenkovi¢,
2018 Ni§, Srbija neobjavljeni rezultati
Geocaryum cynapioides . ..
Vlasina, Srbija
2008a Geocaryum Radulovi¢ i sar., 2008
Geocaryum cynapioides cynapioides (Guss.) Stara Planina, Srbija
2008b L. ’

Geocaryum cynapioides 2018

Vlasina, Srbija

Petrovic¢ 1 sar., 2018a

Myrrhis odorata

Myrrhis odorata

Prokletije, Srbija

Rancic¢ 1 sar., 2005

Myrrhoides nodosa 2005
Myrrhoides nodosa 2009

Myrrhoides nodosa 2014

Myrrhoides nodosa

Balikesir, Turska
Hajla, Crna Gora

Srbija

Tumen i sar., 2005
Menkovi¢ i sar., 2009
Stamenkovic,
neobjavljeni rezultati

Scandix pecten-veneris 2014a
Scandix pecten-veneris 2014b
Scandix pecten-veneris 2014c

Scandix pecten-veneris 2015¢

Scandix pecten-
veneris L.
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Prilog 52. Relativni procentni sadrzaj klasa identifikovanih jedinjenja u etarskim uljima nadzemnih delova vrsta roda Chaerophyllum L. i
Myrrhoides Fabr. sa teritorije Srbije i Crne Gore

Klase C.aromaticum C.aureum C.aureum C.aureum C.aureum C.aureum C.bulbosum C.bulbosum C.coloratum

jedinjenja 2017 2009a 2009b 2015 2016 2018 2013 2018

M 17,9 50,8 77,6 85,2 90,9 89,0 98,6 99,3 85,2
MO 0,8 16,7 10,9 1,6 3,2 5,6 0 0 0,5

S 50,7 11,0 3,2 8,1 4,2 43 1,4 0,3 14,2
SO 12,7 18,1 53 1,7 0,2 0,7 0 0 0

D 2,8 0 0 0 0 0 0 0 0

DO 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0] 8,0 1,1 0 0,3 0,2 0,4 0 0,3 0

M-ugljovodoniéni monoterpeni; MO-oksigenovani monoterpeni, S-ugljovodonicni seskviterpeni; SO-oksigenovani seskviterpeni; D-ugljovodoniéni diterpeni; DO-oksigenovani diterpeni; O-
ostale klase jedinjenja

Prilog 52. nastavak

Klase C.temulum C.temulum C.temulum C.temulum C.temulum C.temulum C.temulum M.nodosa M.nodosa
jedinjenja 2014a 2014b 2015a 2015b 2015¢c 2017 2018 2009 2014
M 10,5 0 0 30,0 8,5 6,1 4,0 82,9 0
MO 0 0 0 0,2 0 0 0 4,8 0
S 60,7 58,5 80,9 47,3 70,7 50,8 60,9 3,6 92,8
SO 13,1 30,0 5,2 19,3 15,9 29,9 28,7 4,8 0,5
D 0,2 0 0,2 0 0 0 0 0 0
DO 0 0 4.8 0,1 0,6 1,8 0,8 0 0
o] 14,0 6,0 4.6 1,6 2,9 6,5 5,9 0 4,9
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Prilog 53. Identifikovane koponente u etarskim uljima nadzemnih delova razli¢itih biljnih vrsta roda Chaerophyllum L. i Myrrhoides Fabr. sa
teritorije Srbije i Crne Gore sa relativnim sadrzajem >5% makar u jednom ispitivanom uzorku

Jedinjenje C.aromaticum C.aureum C.aureum C.aureum C.aureum C.aureum C.bulbosum C.bulbosum C.coloratum
2017 2009a 2009b 2015 2016 2018 2013 2018
Sabinen 0 31,6 18,5 43,5 40,8 35,5 0,1 0 0,3
a-Pinen 0 15 4,0 2,2 2,1 2,0 0,2 0,3 54
Mrcen 14 2,8 3,3 17,1 3,5 19,6 0,3 0,2 14
p-Cimen 0,3 7,9 254 1,3 0,3 0,5 0,4 0,8 0,3
Limonen 0,6 19 10,1 0 57 0 0,4 0,3 0
B-Felandren 0,4 0 0 8,8 4,0 19,7 0 0 1,7
(2)-p-Ocimen 53 0 0,7 2,1 2,8 0,9 0 1,6 45,4
(E)-B-Ocimen 8,0 0 34 1,8 4,8 0,3 90,4 91,5 16,8
y-Terpinen 0 0 3,2 4.4 3 55 3,3 4,1 14
Terpinolen 0,6 0 3,5 3,0 19,1 0,9 2,8 0 3,3
Terpinen-4-ol 0 8,6 4,0 2,5 1,9 3,3 0 0 0
(E)-Kariofilen 10,9 0,9 0,6 0,7 0,3 0,1 0 0 0,8
(E)-B-Farnezen 0,6 1,1 0,7 0 0 0 0,3 0 111
a-Humulen 11,7 3,9 0,3 0,1 0,4 0 0 0 0
ar-Kurkumen 0 1,9 0 0 0 0 0 0 0
Germakren D 16,4 0 0 3,5 2,5 3,0 0,5 0,1 1,7
(Z,E)-o-Farnezen 1,3 0 0 0,3 0 0,2 0 0 0
a-Zingiberen 0 0 0 0 0,1 0,1 0 0 0
(E,E)-a-Farnezen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(E)-Nerolidol 0 0 0 0,1 0 0 0 0 0
Germakren D-4-ol 0,5 0 0 1,3 0 0,4 0 0 0
Fitol 2,0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Prilozi

Prilog 53. nastavak

Jedinjenje C.temulum C.temulum C.temulum C.temulum C.temulum C.temulum C.temulum M.nodosa M.nodosa
2014a 2014b 2015a 2015b 2015¢c 2017 2018 2009 2014
Sabinen 0 0 0 0,3 0 0 0 36,4 0
a-Pinen 0,1 0 0 1,9 0 0,1 0 9,8 0
Mrcen 1,0 0 0 13 0,4 0,7 0 2,7 0
p-Cimen 0 0 0 01 0,5 0,1 0,2 1,8 0
Limonen 0 0 0 0 0 0 0 21,7 0
B-Felandren 4,1 0 0 10,0 2,8 2,1 1,2 0 0
(2)--Ocimen 0,2 0 0 0,4 0 0 0,6 0 0
(E)-B-Ocimen 4,5 0 0 14,7 3,0 2,7 1,3 0 0
y-Terpinen 0,4 0 0 0,5 1,6 0,4 0,7 1,7 0
Terpinolen 0 0 0 0,2 0 0 0 0 0
Terpinen-4-ol 0 0 0 0 0 0 0 3,8 0
(E)-Kariofilen 2,0 1,6 31 1,7 3,0 1,9 31 3,2 8,9
(E)-B-Farnezen 7,0 6,5 0 0 7,7 0 6,5 0 54
a-Humulen 6,0 6,9 17,1 5,0 5,0 9,7 47 0 0
ar-Kurkumen 0 0 12,2 0 0 0 0 0 0
Germakren D 20,1 19,7 22,8 12,9 40,2 15,1 25,2 0 60,7
(Z,E)-o-Farnezen 12,4 8,8 0 13,9 7,0 6,3 6,8 0 0
a-Zingiberen 39 57 17,9 0 0,5 4,0 2,9 0 0
(E,E)-a-Farnezen 0 0 0 0 0 0 0 0 11,3
(E)-Nerolidol 2,4 6,7 1,4 1,9 43 4,0 7,2 0 0
Germakren D-4-ol 7,6 18,8 1,1 12,5 6,2 17,8 11,1 0 0
Fitol 6,4 0,5 4,8 0,1 0,6 1,8 0,8 0 0
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Prilozi

Prilog 54. Relativni procentni sadrzaj klasa identifikovanih jedinjenja u etarskim uljima nadzemnih delova odabranih vrsta roda Chaerophyllum
L. i Myrrhoides Fabr.

Klase C.aromaticum  C.aromaticum  C.aromaticum  C.aromaticum C.aureum C.aureum C.aureum C.aureum C.aureum
jedinjenja 2013 2015 2017 2018 2015 2009a 2009b 2016 2018
M 56,5 86,4 17,9 92,8 85,2 50,8 77,6 90,9 89,0
MO 12,2 0 0,8 3,8 1,6 16,7 10,9 3,2 5,6
S 14,5 6,8 50,7 0 8,1 11,0 3,2 4,2 4,3
SO 5,6 4,9 12,7 0,2 1,7 18,1 5,3 0,2 0,7
D 0 0 2,8 0 0 0 0 0 0
DO 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(0] 0 0 8,0 2,4 0,3 1,1 0 0,2 0,4

M-ugljovodoniéni monoterpeni; MO-oksigenovani monoterpeni, S-ugljovodoni¢ni seskviterpeni; SO-oksigenovani seskviterpeni; D-ugljovodoniéni diterpeni; DO-oksigenovani diterpeni; O-
ostale klase jedinjenja

Prilog 54. nastavak

Klase C.azoricum C.azoricum C.azoricum C.bulbosum C.bulbosum C.bulbosum C.coloratum C.crinitum C.heldreichii

jedinjenja 2009a 2009b 2009c¢ 2011 2013 2018 2005

M 57,3 85,2 58,7 32,1 98,6 99,3 85,2 81,9 88,4
MO 7,2 0,9 1,1 3,4 0 0 0,5 2,4 3,4

S 12,8 5,8 9,5 25,3 1,4 0,3 14,2 0 2,5

SO 0 0 17,9 7,2 0 0 0 0 0

D 0 0 0 0 0 0 0 0 0

DO 0 0 0 0 0 0 0 0 0

(0] 14,6 7,2 7,9 24,2 0 0,3 0 0 0
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Prilog 54. nastavak

Klase C.macropodum C.macropodum C.macropodum C.macrospermum C.macrospermum  C.temulum C.temulum C.temulum C.temulum
jedinjenja 2005 2010 2011 2002 2005 2014a 2014b 2015a 2015b
M 71 90,6 69,6 97,1 86,8 10,5 0 0 30,0
MO 20,2 0,8 0,4 0,3 2,9 0 0 0 0,2
S 6,8 0,9 15,0 1,0 8,1 60,7 58,5 80,9 47,3
SO 0 0 12,7 0,2 2,0 13,1 30,0 5,2 19,3
D 0 0 0 0 0 0,2 0 0,2 0
DO 0 0 0 0 0 0 0 4,8 0,1
0 0,5 4,8 1,0 0 0 14,0 6,0 4,6 1,6

Prilog 54. nastavak

Klase C.temulum C.temulum C.temulum M.nodosa M.nodosa M.nodosa
jedinjenja 2015¢ 2017 2018 2005 2009 2014
M 8,5 6,1 4,0 0 0 82,9
MO 0 0 0 0 1,1 4.8
S 70,7 50,8 60,9 92,8 1,8 3,6
SO 15,9 29,9 28,7 0,5 0 4.8
D 0 0 0 0 0 0
DO 0,6 1,8 0,8 0 0 0
(0] 2,9 6,5 59 4,9 94,3 0
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Prilozi

Prilog 55. Identifikovane koponente u etarskim uljima nadzemnih delova odabranih biljnih vrsta roda Chaerophyllum L. i Myrrhoides Fabr. sa
relativnim sadrzajem >5% makar u jednom ispitivanom uzorku

Jedinjenje C.aromaticum C.aromaticum C.aromaticum C.aromaticum C.aureum C.aureum C.aureum C.aurem C.aureum
2013 2015 2017 2018 2009a 2009b 2016 2015 2018
Triciklen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a-Pinen 6,7 4,6 0,2 15 3,8 4.4 2,6 2,1 1,9
Sabinen 2,2 0 0 28,1 31,6 18,5 40,8 43,5 35,5
B-Pinen 0 5,8 0 3,8 15 4,0 2,1 2,2 2,0
Mircen 1 5,9 14 3,3 2,8 3,3 3,5 171 19,6
5-3-Karen 0 0 1,1 0 0 0 0 0 0
p-Cimen 7,3 0 0,3 7,7 7,9 25,4 0,3 1,3 0,5
Limonen 0 0 0,6 1,7 1,9 10,1 57 0 0
B-Felandren 2,5 0 0,4 1,7 0 0 4,0 8,8 19,7
(2)-B-Ocimen 24,0 59,6 5,3 2,9 0 0,7 2,8 2,1 0,9
(E)-B-Ocimen 4,3 8,4 8,0 8,5 0 3.4 4.8 1,8 0,3
y-Terpinen 7,6 2,1 0 16,1 0 3,2 3,0 4,4 55
allo-Ocimen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Terpinolen 12,2 0 0,6 16,7 0 3,5 19,1 3,0 0,9
Estragol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Terpinen-4-ol 0 0 0 3,1 8,6 4,0 1,9 2,5 3,3
Fenhil acetat 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-Alil-2,4-dimetoksibenzen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(E)-Kariofilen 3,0 0 10,9 0 0,9 0,6 0,3 0,7 0,1
(E)-B-Farnezen 0,5 2,5 0,6 0 1,1 0,7 0 0 0
a-Humulen 0,2 0 11,7 0 3,9 0,3 0,4 0,1 0
ar-Kurkumen 1,4 0 0 0 1,9 0 0 0 0
Germakren D 0,3 4,3 16,4 0 0 0 2,5 3,5 3
(Z,E)-a-Farnezen 0 0 1,3 0 0 0 0 0,3 0,2
a-Zingiberen 0 0 0 0 0 0 0,1 0 0,1
Miristicin 0 0 0 2,4 0 0 0,2 0,2 0
B-Seskvifelandren 7,2 0 0 0 0 0 0 0 0
(E)-Nerolidol 0 0 0 0 0 0 0 0,1 0
Germakren D-4-ol 0 0 0,5 0 0 0 0 1,3 0,4
Spatulenol 0 3,0 0,4 0 45 34 0 0 0
Kariofilen oksid 0 0 3,1 0 1,8 1,0 0 0 0
a-Kadinol 0 0 1,4 0,2 3,5 0,1 0,1 0,4 0,2
Akorenon B 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fitol 0,5 0 2,0 0 0 0 0 0 0
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Prilog 55. nastavak

Jedinjenje C.azoricum C.azoricum C.azoricum C.bulbosum C.bulbosum C.bulbosum  C.byzantinum  C.coloratum C.crinitum
2009a 2009b 2009c 2011 2013 2018
Triciklen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a-Pinen 1,3 0,8 0,6 0,2 0 0,4 2,6 2,3 2,6
Sabinen 0,8 0,1 4,4 0 0,1 0 30 0,3 0
B-Pinen 0,6 0,8 0 0,3 0,2 0,3 0,6 54 3,0
Mircen 1,3 0,8 0,7 0,4 0,3 0,2 2,0 1,4 0,7
5-3-Karen 0,1 0,1 0 0 0 0 0 0 0
p-Cimen 7,4 0,5 0,2 2,7 0,4 0,8 2,2 0,3 7,1
Limonen 9,4 2,9 2,3 0,2 0,4 0,3 3,7 0 0
B-Felandren 0,4 0,1 0 0 0 0 0,8 7,7 8,8
(2)-p-Ocimen 0,4 0,1 0 18,8 0 1,6 0,2 45,4 2,7
(E)-B-Ocimen 0,3 0,5 0 4,0 90,4 91,5 0,5 16,8 50,5
y-Terpinen 55 14,2 2,8 0,4 3,3 4,1 4,0 1,4 6,5
allo-Ocimen 0 0 0 51 0 0 0 0 0
Terpinolen 28,1 62,8 46,8 0 2,8 0 11,5 3,3 0
Estragol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Terpinen-4-ol 0 0 0,9 0 0 0 4,6 0 0
Fenhil acetate 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-Alil-2,4-dimetoksibenzen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(E)-Kariofilen 2,0 1,2 52 1,3 0 0 0 0,8 0
(E)-p-Farnezen 0,1 0,1 1,9 22,3 0,3 0 0 11,1 0
o-Humulen 0 0,1 0,3 0 0 0 0 0 0
ar-Kurkumen 2,4 0,1 0,1 0 0 0 0,2 0 0
Germakren D 0 0 0 0,7 0,5 0,1 0 1,7 0
(Z,E)-a-Farnezen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a-Zingiberen 5,8 34 0 0 0 0 0,1 0 0
Miristicin 11,6 6,7 7,5 17,1 0,2 0 2,7 0 0
B-Seskvifelandren 1,9 0,6 0,7 0 0 0 0 0 0
(E)-Nerolidol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Germakren D-4-ol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Spatulenol 0 0 0 0,6 0 0 0,1 0 0
Kariofilen oksid 0 0 0 6,6 0 0 0 0 0
a-Kadinol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Akorenon B 0 0 17,0 0 0 0 0 0 0
Fitol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Prilog 55. nastavak

Jedinjenje C.heldreichii  C.macropodum C.macropodum C.macropodum C.macrospermum C.macrospermum  C.temulum C.temulum
2005 2010 2011 2002 2005 2014a 2014b
Triciklen 0 0 0 0 19,4 0 0 0
a-Pinen 1,7 23 0,2 55 0 75 0,1 0
Sabinen 71,8 0 0 0,1 0 1,9 0 0
B-Pinen 0 17,3 0 2,1 6 4,2 0,1 0
Mircen 15 55 4.4 1,8 10,1 1,4 1,0 0
5-3-Karen 0 0 0 1,7 18,3 0 0 0
p-Cimen 0 0,2 2,7 7,3 0 0,3 0 0
Limonen 0 6,3 0 0 0 0 0 0
B-Felandren 10,9 0 0 0 0 4,3 4,1 0
(Z)-B-Ocimen 0 8,6 23,6 10,4 0 0,4 0,2 0
(E)-B-Ocimen 0 6,5 49,2 34,5 40,0 55,9 4,5 0
y-Terpinen 2,5 0 7,7 3,5 0 0,6 0,4 0
allo-Ocimen 0 0,3 0,2 0 0 0 0 0
Terpinolen 0 0,7 0 0,2 0 9,8 0 0
Estragol 0 0 0 0 0 0 0 0
Terpinen-4-ol 0 0 0 0 0 0 0 0
Fenhil acetate 0 13,8 2,7 0,4 0 0 0 0
1-Alil-2,4-dimetoksibenzen 0 0 0 0 0 0 0 0
(E)-Kariofilen 0 1 0 0,7 0 2,7 2,0 1,6
(E)-B-Farnezen 0 0 0 11,8 0 0 7,0 6,5
a-Humulen 0 0,2 0 0 0,2 0,3 6,0 6,9
ar-Kurkmen 0 0 0 0 0 0 0 0
Germakren D 2,5 1,3 0 0 0 3,0 20,1 19,7
(Z,E)-a-Farnezen 0 0 0 0 0 0 12,4 8,8
a-Zingiberen 0 0 0 0 0 0,3 3,9 5,7
Miristicin 0 0 0 0 0 0 0 0
B-Seskvifelandren 0 0 0 0 0 0 0 0
(E)-Nerolidol 0 0 0 0 0 0 2,4 6,7
Germakren D-4-ol 0 0 0 0 0 0 7,6 18,8
Spatulenol 0 2,2 0 6,5 0 1,1 0 0
Kariofilen oksid 0 15 0 0,1 0,2 0,9 0,2 0,5
a-Kadinol 0 0 0 55 0 0 1,1 1,6
Akorenon B 0 0 0 0 0 0 0 0
Fitol 0 0 0 0 0 0 6,4 0,5

171



Prilozi

Prilog 55. nastavak

Jedinjenje C.temulum C.temulum C.temulum C.temulum C.temulum M.nodosa M.nodosa M.nodosa
2015a 2015b 2015c 2017 2018 2005 2009 2014
Triciklen 0 0 0 0 0 0 0 0
a-Pinen 0 0,3 0 0 0 0 0 0
Sabinen 0 0,3 0 0 0 0 36,4 0
B-Pinen 0 1,9 0 0,1 0 0 9,8 0
Mircen 0 1,3 0,4 0,7 0 0 2,7 0
5-3-Karen 0 0 0 0 0 0 0 0
p-Cimen 0 0,1 0,5 0,1 0,2 0 1,8 0
Limonen 0 0 0 0 0 0 27,7 0
B-Felandren 0 10 2,8 2,1 1,2 0 0 0
(Z)-B-Ocimen 0 0,4 0 0 0,6 0 0 0
(E)-B-Ocimen 0 14,7 3,0 2,7 1,3 0 0 0
y-Terpinen 0 0,5 1,6 0,4 0,7 0 1,7 0
allo-Ocimen 0 0 0 0 0 0 0 0
Terpinolen 0 0,2 0 0 0 0 0 0
Estragol 0 0 0 0 0 74,1 0 0,5
Terpinen-4-ol 0 0 0 0 0 0 3,8 0
Fenhil acetate 0 0 0 0 0 0 0 0
1-Alil-2,4-dimetoksibenzen 0 0 0 0 0 12,4 0 0
(E)-Kariofilen 3,1 1,7 3,0 1,9 3,1 0,6 3,2 8,9
(E)-B-Farnezen 0 0 7,7 0 6,5 0 0 54
a-Humulen 17,1 5,0 5,0 9,7 47 0 0 0
ar-Kurkmen 12,2 0 0 0 0 0 0 0
Germakren D 22,8 12,9 40,2 15,1 25,2 1,2 0 60,7
(Z,E)-a-Farnezen 0 13,9 7,0 6,3 6,8 0 0 0
a-Zingiberen 17,9 0 0,5 40 2,9 0 0 0
Miristicin 0 0 0 0 0 0 0 0
B-Seskvifelandren 0,8 1,6 0 0 0 0 0 0
(E)-Nerolidol 1.4 1,9 43 4 7,2 0 0 0
Germakren D-4-ol 11 12,5 6,2 17,8 11,1 0 0 0
Spatulenol 0,2 0 0 0 0 0 3,0 0
Kariofilen oksid 0,3 0,2 0,4 0 0,9 0 1,2 0,3
a-Kadinol 0 2,5 1,5 2,6 2,0 0 0 0,1
Akorenon B 0 0 0 0 0 0 0 0
Fitol 4.8 0,1 0,6 1,8 0,8 0,9 0 0
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Prilozi

Prilog 56. Relativni procentni sadrzaj klasa identifikovanih jedinjenja u etarskim uljima nadzemnih delova odabranih vrsta roda Chaerophyllum
L., Myrrhoides Fabr. i Anthriscus Pers.

Klase A.cerefolium A.cerefolium A.cerefolium A.cerefolium A.cerefolium A.cerefolium A.cerefolium C.aromaticum  C.aromaticum

jedinjenja 1998 2009a 2009b 2009c 2009d 2011 2016 2013 2015

M 0 15 0,4 0 0 0,1 0,1 56,5 86,4

MO 0 0 0 0 0 0,3 0 12,2 0

S 0 55 0,7 2,4 2,8 0,4 0,4 14,5 6,8

SO 0 0 0 0 0 0 0 5,6 49

D 0 0 0 0 0 0 0 0 0

DO 0 0 0 0 0 0 0 0 0

(0] 100,0 91,0 98,7 97,6 99,3 97,0 99,3 0 0

M-ugljovodoniéni monoterpeni; MO-oksigenovani monoterpeni, S-ugljovodoni¢ni seskviterpeni; SO-oksigenovani seskviterpeni; D-ugljovodoniéni diterpeni; DO-oksigenovani diterpeni; O-
ostale klase jedinjenja

Prilog 56. nastavak

Klase C.aromaticum  C.aromaticum C.aureum C.aureum C.aureum C.aureum C.aureum C.azoricum C.azoricum
jedinjenja 2017 2018 2015 2009a 2009b 2016 2018 2009a 2009b
M 17,9 92,8 85,2 50,8 77,6 90,9 89 57,3 85,2
MO 0,8 3,8 1,6 16,7 10,9 3,2 5,6 7,2 0,9
S 50,7 0 8,1 11,0 3,2 4,2 4,3 12,8 5,8
SO 12,7 0,2 1,7 18,1 53 0,2 0,7 0 0
D 2,8 0 0 0 0 0 0 0 0
DO 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(0] 8,0 2,4 0,3 1,1 0 0,2 0,4 14,6 7,2
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Prilog 56. nastavak

Klase C.azoricum C.bulbosum C.bulbosum C.bulbosum C.coloratum C.crinitum C.heldreichii  C.macropodum C.macropodum
jedinjenja 2009c 2011 2013 2018 2005 2005 2010
M 58,7 32,1 98,6 99,3 85,2 81,9 88,4 71 90,6
MO 11 34 0 0 0,5 2,4 3,4 20,2 0,8
S 9,5 25,3 1,4 0,3 14,2 0 2,5 6,8 0,9
SO 17,9 7,2 0 0 0 0 0 0 0
D 0 0 0 0 0 0 0 0 0
DO 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 7,9 24,2 0 0,3 0 0 0 0,5 4,8
Prilog 56. nastavak

Klase C.macropodum C.macrospermum C.macrospermum C.temulum C.temulum C.temulum C.temulum C.temulum C.temulum

jedinjenja 2011 2002 2005 2014a 2014b 2015a 2015b 2015c¢ 2017

M 69,6 97,1 86,8 10,5 0 0 30,0 8,5 6,1
MO 0,4 0,3 2,9 0 0 0 0,2 0 0

S 15,0 1,0 8,1 60,7 58,5 80,9 47,3 70,7 50,8
SO 12,7 0,2 2,0 13,1 30,0 52 19,3 15,9 29,9

D 0 0 0 0,2 0 0,2 0 0 0

DO 0 0 0 0 0 4.8 0,1 0,6 1,8

O 1,0 0 0 14,0 6,0 4,6 1,6 2,9 6,5
Prilog 56. nastavak

Klase C.temulum M.nodosa M.nodosa M.nodosa
jedinjenja 2018 2005 2009 2014
M 4,0 0 0 82,9
MO 0 0 1,1 4.8
S 60,9 92,8 1,8 3,6
SO 28,7 0,5 0 4.8
D 0 0 0 0
DO 0,8 0 0 0
O 5,9 4,9 94,3 0
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Prilozi

Prilog 57. Identifikovane komponente u etarskim uljima nadzemnih delova odabranih biljnih vrsta roda Chaerophyllum L., Myrrhoides Fabr. i
Anthriscus Pers. sa relativnim sadrzajem >5% makar u jednom ispitivanom uzorku

A.cerefolium  A.cerefolium  A.cerefolium  A.cerefolium  A.cerefolium  A.cerefolium  A.cerefolium C.aromaticum C.aromaticum

1998 2009a 2009b 2009c 2009d 2011 2016 2013 2015
Triciklen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a-Pinen 0 0 0 0 0 0 0 6,7 4,6
Sabinen 0 0 0 0 0 0 0 2,2 0
B-Pinen 0 0,8 0,4 0 0 0,1 0,1 0 5,8
Mircen 0 0 0 0 0 0 0 1,0 59
5-3-Karen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
p-Cimen 0 0 0 0 0 0 0 7,3 0
Limonen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B-Felandren 0 0 0 0 0 0 0 2,5 0
(2)-B-Ocimen 0 0 0 0 0 0 0 24 59,6
(E)-B-Ocimen 0 0 0 0 0 0 0 4,3 8,4
y-Terpinen 0 0 0 0 0 0 0 7,6 2,1
allo-Ocimen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Terpinolen 0 0 0 0 0 0 0 12,2 0
Undekan 1,7 9,8 6,1 2,4 2,8 0,1 0,7 0 0
Estragol 83,1 49,4 63,1 77,4 88,3 77,8 75,1 0 0
Terpinen-4-ol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
p-Cimen-8-ol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fenhil acetat 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-Alil-2,4-dimetoksibenzen 15,2 22,9 27,5 20,3 8,2 12,6 23 0 0
(E)-Kariofilen 0 1,1 0,3 0 0,3 0,5 0,3 3,0 0
(E)-B-Farnezen 0 0 0 0 0 0 0 0,5 2,5
o-Humulen 0 0 0 0 0 0 0 0,2 0
ar-Kurkumen 0 0 0 0 0 0 0 1,4 0
Germakren D 0 2,5 0,4 0 0,4 0,7 0,1 0,3 43
(Z,E)-a-Farnezen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a-Zingiberen 0 1,0 0 0 0 0,1 0 0 0
(E,E)-a-Farnezen 0 0 0 0 0 0,2 0 0 0
Miristicin 0 0 0 0 0 0,4 0 0 0
B-Seskvifelandren 0 0 0 0 0 0 0 7,2 0
(E)-Nerolidol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Germakren D-4-ol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Spatulenol 0 0 0 0 0 0 0 0 3,0
Kariofilen oksid 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a-Kadinol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Akorenon B 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fitol 0 0 0 0 0 0 0 0,5 0
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Prilog 57. nastavak

C.aromaticum  C.aromaticum C.aureum C.aureum C. aureum C.aureum C.aureum C.azoricum C.azoricum
2017 2018 2009a 2009b 2015 2016 2018 2009a 2009b
Triciklen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a-Pinen 0,2 15 3,8 4,4 2,1 2,6 1,9 1,3 0,8
Sabinen 0 28,1 31,6 18,5 43,5 40,8 35,5 0,8 0,1
B-Pinen 0 3,8 15 4,0 2,2 21 2,0 0,6 0,8
Mircen 14 3,3 2,8 3,3 17,1 3,5 19,6 1,3 0,8
5-3-Karen 1,1 0 0 0 0 0 0 0,1 0,1
p-Cimen 0,3 7,7 7,9 25,4 1,3 0,3 0,5 7,4 0,5
Limonen 0,6 1,7 1,9 10,1 0 57 0 9,4 2,9
B-Felandren 0,4 1,7 0 0 8,8 4,0 19,7 0,4 0,1
(Z)-B-Ocimen 5,3 2,9 0 0,7 2,1 2,8 0,9 0,4 0,1
(E)-B-Ocimen 8,0 8,5 0 3,4 1,8 4.8 0,3 0,3 0,5
y-Terpinen 0 16,1 0 3,2 4,4 3,0 55 55 14,2
allo-Ocimen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Terpinolen 0,6 16,7 0 3,5 3,0 19,1 0,9 28,1 62,8
Undekan 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Estragol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Terpinen-4-ol 0 3,1 8,6 4,0 2,5 1,9 3,3 0 0
p-Cimen-8-ol 0,3 0,4 2,2 3,2 0,1 0,1 0 4,2 0,2
Fenhil acetat 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-Alil-2,4-dimetoksibenzen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(E)-Kariofilen 10,9 0 0,9 0,6 0,7 0,3 0,1 2,0 1,2
(E)-B-Farnezen 0,6 0 11 0,7 0 0 0 0,1 0,1
a-Humulen 11,7 0 3,9 0,3 0,1 0,4 0 0 0,1
ar-Kurkumen 0 0 1,9 0 0 0 0 2,4 0,1
Germakren D 16,4 0 0 0 3,5 2,5 3,0 0 0
(Z,E)-a-Farnezen 1,3 0 0 0 0,3 0 0,2 0 0
a-Zingiberen 0 0 0 0 0 0,1 0,1 5,8 3,4
(E,E)-a-Farnezen 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1
Miristicin 0 2,4 0 0 0,2 0,2 0 11,6 6,7
B-Seskvifelandren 0 0 0 0 0 0 0 1,9 0,6
(E)-Nerolidol 0 0 0 0 0,1 0 0 0 0
Germakren D-4-ol 0,5 0 0 0 1,3 0 0,4 0 0
Spatulenol 0,4 0 45 34 0 0 0 0 0
Kariofilen oksid 31 0 1,8 1,0 0 0 0 0 0
a-Kadinol 1,4 0,2 3,5 0,1 0,4 0,1 0,2 0 0
Akorenon B 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fitol 2 0 0 0 0 0 0 0 0
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Prilog 57. nastavak

C.azoricum C.bulbosum  C.bulbosum  C.bulbosum  C.byzantinum C.coloratum C.crinitum  C.heldreichii C.macropodum

2009c 2011 2013 2018 2005
Triciklen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a-Pinen 0,6 0,2 0 0,4 2,6 2,3 2,6 1,7 23,0
Sabinen 4,4 0 0,1 0 30 0,3 0 71,8 0
B-Pinen 0 0,3 0,2 0,3 0,6 54 3,0 0 17,3
Mircen 0,7 0,4 0,3 0,2 2,0 1,4 0,7 15 5,5
5-3-Karen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
p-Cimen 0,2 2,7 0,4 0,8 2,2 0,3 7,1 0 0,2
Limonen 2,3 0,2 0,4 0,3 3,7 0 0 0 6,3
B-Felandren 0 0 0 0 0,8 7,7 8,8 10,9 0
(Z)-B-Ocimen 0 18,8 0 1,6 0,2 45,4 2,7 0 8,6
(E)-B-Ocimen 0 4,0 90,4 91,5 0,5 16,8 50,5 0 6,5
y-Terpinen 2,8 0,4 3,3 4,1 4,0 1,4 6,5 2,5 0
allo-Ocimen 0 51 0 0 0 0 0 0 0,3
Terpinolen 46,8 0 2,8 0 11,5 3,3 0 0 0,7
Undekan 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Estragol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Terpinen-4-ol 0,9 0 0 0 4,6 0 0 0 0
p-Cimen-8-ol 0 0 0 0 16,0 0 0 0 0
Fenhil acetat 0 0 0 0 0 0 0 0 13,8
1-Alil-2,4-dimetoksibenzen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(E)-Kariofilen 5,2 1,3 0 0 0 0,8 0 0 1,0
(E)-p-Farnezen 1,9 22,3 0,3 0 0 11,1 0 0 0
o-Humulen 0,3 0 0 0 0 0 0 0 0,2
ar-Kurkumen 0,1 0 0 0 0,2 0 0 0 0
Germakren D 0 0,7 0,5 0,1 0 1,7 0 2,5 1,3
(Z,E)-a-Farnezen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a-Zingiberen 0 0 0 0 0,1 0 0 0 0
(E,E)-a-Farnezen 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0
Miristicin 7.5 17,1 0,2 0 2,7 0 0 0 0
B-Seskvifelandren 0,7 0 0 0 0 0 0 0 0
(E)-Nerolidol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Germakren D-4-ol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Spatulenol 0 0,6 0 0 0,1 0 0 0 2,2
Kariofilen oksid 0 6,6 0 0 0 0 0 0 1,5
a-Kadinol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Akorenon B 17,0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fitol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Prilog 57. nastavak

C.macropodum  C.macropodum  C.macrospermum C.macrospermum C.temulum C.temulum C.temulum C.temulum
2010 2011 2002 2005 2014a 2014b 2015a 2015b
Triciklen 0 0 19,4 0 0 0 0 0
a-Pinen 0,2 5,5 0 75 0,1 0 0 0,3
Sabinen 0 0,1 0 1,9 0 0 0 0,3
B-Pinen 0 21 6,0 4.2 0,1 0 0 1,9
Mircen 4.4 1,8 10,1 1,4 1,0 0 0 1,3
5-3-Karen 0 1,7 18,3 0 0 0 0 0
p-Cimen 2,7 7,3 0 0,3 0 0 0 0,1
Limonen 0 0 0 0 0 0 0 0
B-Felandren 0 0 0 4,3 4,1 0 0 10,0
(Z)-B-Ocimen 23,6 10,4 0 0,4 0,2 0 0 0,4
(E)-B-Ocimen 49,2 34,5 40 55,9 45 0 0 14,7
y-Terpinen 7,7 3,5 0 0,6 0,4 0 0 0,5
allo-Ocimen 0,2 0 0 0 0 0 0 0
Terpinolen 0 0,2 0 9,8 0 0 0 0,2
Undekan 0 0 0 0 0 0 0 0
Estragol 0 0 0 0 0 0 0 0
Terpinen-4-ol 0 0 0 0 0 0 0 0
p-Cimen-8-ol 0 0 0 0 0 0 0 0
Fenhil acetat 2,7 0,4 0 0 0 0 0 0
1-Alil-2,4-dimetoksibenzen 0 0 0 0 0 0 0 0
(E)-Kariofilen 0 0,7 0 2,7 2,0 1,6 3,1 1,7
(E)-B-Farnezen 0 11,8 0 0 7,0 6,5 0 0
a-Humulen 0 0 0,2 0,3 6,0 6,9 17,1 5,0
ar-Kurkumen 0 0 0 0 0 0 12,2 0
Germakren D 0 0 0 3,0 20,1 19,7 22,8 12,9
(Z,E)-a-Farnezen 0 0 0 0 12,4 8,8 0 13,9
a-Zingiberen 0 0 0 0,3 3,9 5,7 17,9 0
(E,E)-a-Farnezen 0 0 0 0 0 0 0 0
Miristicin 0 0 0 0 0 0 0 0
B-Seskvifelandren 0 0 0 0 0 0 0,8 1,6
(E)-Nerolidol 0 0 0 0 2,4 6,7 1,4 1,9
Germakren D-4-ol 0 0 0 0 7,6 18,8 1,1 12,5
Spatulenol 0 6,5 0 1,1 0 0 0,2 0
Kariofilen oksid 0 0,1 0,2 0,9 0,2 0,5 0,3 0,2
a-Kadinol 0 55 0 0 1,1 1,6 0 2,5
Akorenon B 0 0 0 0 0 0 0 0
Fitol 0 0 0 0 6,4 0,5 4,8 0,1
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Prilog 57. nastavak

Jedinjenje C.temulum C.temulum C.temulum M.nodosa M.nodosa M.nodosa
2015¢ 2017 2018 2005 2009 2014
Triciklen 0 0 0 0 0 0
a-Pinen 0 0 0 0 0 0
Sabinen 0 0 0 0 36,4 0
B-Pinen 0 0,1 0 0 9,8 0
Mircen 0,4 0,7 0 0 2,7 0
5-3-Karen 0 0 0 0 0 0
p-Cimen 0,5 0,1 0,2 0 1,8 0
Limonen 0 0 0 0 27,7 0
B-Felandren 2,8 2,1 1,2 0 0 0
(Z)-B-Ocimen 0 0 0,6 0 0 0
(E)-B-Ocimen 3,0 2,7 1,3 0 0 0
y-Terpinen 1,6 0,4 0,7 0 1,7 0
allo-Ocimen 0 0 0 0 0 0
Terpinolen 0 0 0 0 0 0
Estragol 0 0 0 74,1 0 0,5
Terpinen-4-ol 0 0 0 0 3,8 0
Fenhil acetate 0 0 0 0 0 0
1-Alil-2,4-dimetoksibenzen 0 0 0 12,4 0 0
(E)-Kariofilen 3,0 1,9 3,1 0,6 3,2 8,9
(E)-B-Farnezen 7,7 0 6,5 0 0 54
o-Humulen 5,0 9,7 47 0 0 0
ar-Kurkumen 0 0 0 0 0 0
Germakren D 40,2 15,1 25,2 1,2 0 60,7
(Z,E)-a-Farnezen 7,0 6,3 6,8 0 0 0
a-Zingiberen 0,5 40 2,9 0 0 0
Miristicin 0 0 0 0 0 0
B-Seskvifelandren 0 0 0 0 0 0
(E)-Nerolidol 43 4 7,2 0 0 0
Germakren D-4-ol 6,2 17,8 11,1 0 0 0
Spatulenol 0 0 0 0 3,0 0
Kariofilen oksid 0,4 0 0,9 0 1,2 0,3
a-Kadinol 15 2,6 2,0 0 0 0,1
Akorenon B 0 0 0 0 0 0
Fitol 0,6 1,8 0,8 0,9 0 0
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Prilog 58. Relativni procentni sadrzaj klasa identifikovanih jedinjenja u etarskim uljima nadzemnih delova odabranih biljnih vrsta podfamilije
Scandicinae sa teritorije Srbije i Crne Gore

Klase A.caucalis A.cerefolium A.cerefolium A.cerefolium A.cerefolium A.cerefolium A.cerefolium A.cerefolium A.sylvestris
jedinjenja 1998 2009a 2009b 2009c 2009d 2011 2016 2009a
M 13,9 0 1,5 0,4 0 0 0,1 0,1 41,1
MO 74,4 0 0 0 0 0 0,3 0 0
S 51 0 55 0,7 2,4 2,8 0,4 0,4 20,9
SO 0 0 0 0 0 0 0 0 0
D 0 0 0 0 0 0 0 0 0
DO 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 3,7 100,0 91,0 98,7 97,6 99,3 97,0 99,3 34,8

M-ugljovodoniéni monoterpeni; MO-oksigenovani monoterpeni, S-ugljovodoni¢ni seskviterpeni; SO-oksigenovani seskviterpeni; D-ugljovodoniéni diterpeni; DO-oksigenovani diterpeni; O-
ostale klase jedinjenja

Prilog 58. nastavak

Klase A.sylvestris A.haynaldii A.haynaldii C.aromaticum C.aureum C.aureum C.aureum C.aureum C.aureum

jedinjenja 2009b 2013 2018a 2017 2009a 2009b 2015 2016 2018
M 53,4 8,8 0,2 17,9 50,8 77,6 85,2 90,9 89,0
MO 0 0 0,1 0,8 16,7 10,9 1,6 3,2 5,6
S 249 43,4 32,6 50,7 11,0 3,2 8,1 4,2 4,3
SO 0 0 10,0 12,7 18,1 5,3 1,7 0,2 0,7
D 0 0 0 2,8 0 0 0 0 0

DO 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 17,6 53,3 56,1 8,0 1,1 0 0,3 0,2 0,4
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Prilog 58. nastavak

Klase C.bulbosum C.bulbosum C.coloratum C.temulum C.temulum C.temulum C.temulum C.temulum C.temulum
jedinjenja 2013 2018 2014a 2014b 2015a 2015b 2015c¢ 2017
M 98,6 99,3 85,2 10,5 0 0 30,0 8,5 6,1
MO 0 0 0,5 0 0 0 0,2 0 0
S 14 0,3 14,2 60,7 58,5 80,9 47,3 70,7 50,8
SO 0 0 0 13,1 30,0 5,2 19,3 15,9 29,9
D 0 0 0 0,2 0 0,2 0 0 0
DO 0 0 0 0 0 4,8 0,1 0,6 1,8
0 0 0,3 0 14,0 6,0 4,6 1,6 2,9 6,5
Prilog 58. nastavak

Klase C.temulum G.cynapioides G.cynapioides G.cynapioides M.nodosa M.nodosa M.odorata S.pectin-veneris S.pectin-
jedinjenja 2018 2008a 2008b 2018 2009 2014 2015c¢ veneris 2014a
M 4,0 0,1 1,6 15 82,9 0 76,2 0,1 0,1
MO 0 0 4,9 0 4,8 0 0 0,2 0]

S 60,9 83,7 79,3 76,8 3,6 92,8 19,1 26,7 25,3
SO 28,7 13,5 7,2 20,6 4,8 0,5 0 0,4 1,9
D 0 0 0,2 0 0 0 0 0,5 4,0
DO 0,8 0 0 0 0 0 0 0 0
0 5,9 14 5,2 0,6 0 4,9 3,1 70,8 67,5
Prilog 58. nastavak

Klase S.pectin- S.pectin-
jedinjenja  veneris 2014b  veneris 2014c
M 0,2 0,4
MO 0 0
S 14,4 20,2
SO 0,3 0
D 2,8 0,1
DO 0 0
0 83,0 77,0
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Prilog 59. Identifikovane komponente u etarskim uljima nadzemnih delova odabranih biljnih vrsta podfamilije Scandicinae sa teritorije Srbije i
Core Gore sa relativnim sadrzajem >5% makar u jednom ispitivanom uzorku

Jedinjenje A. caucalis A. cerefolium A. cerefolium A. cerefolium A. cerefolium A. cerefolium A. sylvestris A. sylvestris A. haynaldii
2009a 2009b 2009c 2009d 2016 2009a 2009b 2013
Nonan 0 0,7 0,4 0 0 0 27,4 12,9 0
a-Pinen 0,9 0 0 0 0 0 6 1,8 0,4
Sabinen 0,1 0 0 0 0 0 20,9 8,4 0
B-Pinen 0 0,8 0,4 0 0 0,1 0 0 7,7
Mircen 3,9 0 0 0 0 0 1,1 1,4 0,5
a-Terpinen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
p-Cimen 0 0 0 0 0 0 4,1 0,8 0
Limonen 19 0 0 0 0 0 2,3 28,3 0
B-Felandren 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(2)-B-Ocimen 51 0 0 0 0 0 0 0 0
(E)-B-Ocimen 0,2 0 0 0 0 0 6,8 11,4 0
y-Terpinen 1,1 0 0 0 0 0 0 1,4 0,2
Terpinolen 0,2 0 0 0 0 0 0 0 0
Undekan 0 9,8 6,1 2,4 2,8 0,7 0 0 0
Estragol 1,1 49,4 63,1 77,4 88,3 75,1 1,9 0 0
cis-Hrizantemol 9,9 0 0 0 0 0 0 0 0
Hrizantenil acetat 62 0 0 0 0 0 0 0 0
Terpinen-4-ol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tridekan 0 1,0 0,4 0 0 0,1 0 0 0
1-Alil-2,4-dimetoksibenzen 0 22,9 27,5 20,3 8,2 23 0 0 0
(E)-Kariofilen 1,1 1,1 0,3 0 0,3 0,3 0 0 3,8
(E)-B-Farnezen 2,2 0 0 0 0 0 0 0 0
o-Humulen 0,1 0 0 0 0 0 0 0 2,4
ar-Kurkumen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Germakren D 1 2,5 0,4 0 0,4 0,1 2,1 2,3 0
(Z,E)-a-Farnezen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a-Zingiberen 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Pentadekan 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(E,E)-a-Farnezen 0,7 0 0 0 0 0 0 0 0
Bicikloseskvifelandren 0 0 0 0 0 0 0 0 20,2
Miristicin 11 0 0 0 0 0 0 0 53,5
8-Kadinen 0 0 0 0 0 0 2,0 2,0 3,7
(E)-Nerolidol 0 0 0 0 0 0 0 0,8 0
Germakren D-4-ol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
trans-Seskvisabinen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7-epi-Seskvisabinen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tetradekanal 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Heptadekan 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fitol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Prilog 59. nastavak

Jedinjenje A .haynaldii  A.haynaldii  C.aromaticum  C. aureum C. aureum C. aureum C. aureum C.aureum  C. bulbosum
2018a 2018b 2017 2009a 2009b 2015 2016 2018 2013
Nonan 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a-Pinen 0 0,1 0,2 3,8 4.4 2,1 2,6 1,9 0
Sabinen 0 0 0 31,6 18,5 43,5 40,8 35,5 0,1
B-Pinen 0 0,2 0 15 4,0 2,2 2,1 2,0 0,2
Mircen 0 0,1 14 2,8 3,3 171 3,5 19,6 0,3
a-Terpinen 0 0 0 0 0 0,5 0,6 0,8 0
p-Cimen 0 0 0,3 7.9 25,4 1,3 0,3 0,5 0,4
Limonen 0 0,2 0,6 1,9 10,1 0 57 0 0,4
B-Felandren 0 0 0,4 0 0 8,8 4,0 19,7 0
(Z)-B-Ocimen 0 0,1 5,3 0 0,7 2,1 2,8 0,9 0
(E)-B-Ocimen 0 0 8 0 34 1,8 4.8 0,3 90,4
y-Terpinen 0 0,4 0 0 3,2 4,4 3,0 55 3,3
Terpinolen 0,2 1,2 0,6 0 3,5 3,0 19,1 0,9 2,8
Undekan 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Estragol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
cis-Hrizantemol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hrizantenil acetat 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Terpinen-4-ol 0 0 0 8,6 4,0 2,5 1,9 3,3 0
Tridekan 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-Alil-2,4-dimetoksibenzen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(E)-Kariofilen 0,8 0,7 10,9 0,9 0,6 0,7 0,3 0,1 0
(E)-B-Farnezen 0 0 0,6 1,1 0,7 0 0 0 0,3
a-Humulen 1,2 1,1 11,7 3,9 0,3 0,1 0,4 0 0
ar-Kurkumen 0 0 0 1,9 0 0 0 0 0
Germakren D 19,4 21,0 16,4 0 0 3,5 2,5 3,0 0,5
(Z,E)-a-Farnezen 0 0 1,3 0 0 0,3 0 0,2 0
a-Zingiberen 0 0 0 0 0 0 0,1 0,1 0
Pentadekan 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(E,E)-a-Farnezen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bicikloseskvifelandren 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Miristicin 52,3 50,8 0 0 0 0,2 0,2 0 0,2
5-Kadinen 7,6 71 0,9 1,5 0 0,3 0,1 0,2 0
(E)-Nerolidol 0 0 0 0 0 0,1 0 0 0
Germakren D-4-ol 1,2 1 0,5 0 0 1,3 0 0,4 0
trans-Seskvisabinen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7-epi-Seskvisabinen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tetradekanal 0 0 0,2 0 0 0 0 0 0
Heptadekan 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fitol 0 0 2,0 0 0 0 0 0 0
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Prilog 59. nastavak

Jedinjenje C.bulbosum  C.coloratum C.temulum  C.temulum C.temulum C.temulum C.temulum C.temulum C.temulum
2018 2014a 2014b 2015a 2015b 2015c 2017 2018
Nonan 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a-Pinen 0,4 2,3 0,1 0 0 0,3 0 0 0
Sabinen 0 0,3 0 0 0 0,3 0 0 0
B-Pinen 0,3 5,4 0,1 0 0 1,9 0 0,1 0
Mircen 0,2 1,4 1,0 0 0 1,3 04 0,7 0
a-Terpinen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
p-Cimen 0,8 0,3 0 0 0 0,1 0,5 0,1 0,2
Limonen 0,3 0 0 0 0 0 0 0 0
B-Felandren 0 7,7 41 0 0 10,0 2,8 2,1 1,2
(2)-B-Ocimen 1,6 45,4 0,2 0 0 0,4 0 0 0,6
(E)-B-Ocimen 91,5 16,8 4,5 0 0 14,7 3,0 2,7 1,3
y-Terpinen 4,1 1,4 0,4 0 0 0,5 1,6 0,4 0,7
Terpinolen 0 3,3 0 0 0 0,2 0 0 0
Undekan 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Estragol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
cis-Hrizantemol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hrizantenil acetat 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Terpinen-4-ol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tridekan 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-Alil-2,4-dimetoksibenzen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(E)-Kariofilen 0 0,8 2,0 1,6 3,1 1,7 3,0 1,9 3,1
(E)-p-Farnezen 0 11,1 7,0 6,5 0 0 7,7 0 6,5
a-Humulen 0 0 6,0 6,9 17,1 50 50 9,7 4,7
ar-Kurkumen 0 0 0 0 12,2 0 0 0 0
Germakren D 0,1 1,7 20,1 19,7 22,8 12,9 40,2 15,1 25,2
(Z,E)-a-Farnezen 0 0 12,4 8,8 0 13,9 7 6,3 6,8
a-Zingiberen 0 0 3,9 5,7 17,9 0 0,5 4,0 2,9
Pentadekan 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(E,E)-a-Farnezen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bicikloseskvifelandren 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Miristicin 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5-Kadinen 0 0,1 11 1,3 0,5 1,2 0,8 2,5 1,4
(E)-Nerolidol 0 0 2,4 6,7 1,4 1,9 43 40 7,2
Germakren D-4-ol 0 0 7,6 18,8 1,1 12,5 6,2 17,8 11,1
trans-Seskvisabinen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7-epi-Seskvisabinen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tetradekanal 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Heptadekan 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fitol 0 0 6,4 0,5 4.8 0,1 0,6 1,8 0,8
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Prilog 59. nastavak

Jedinjenje G. cynapioides  G. cynapioides G. cynapioides M. nodosa M. nodosa M. odorata S. pecten- S.pecten- S. pecten- S. pecten-
2008a 2008b 2018 2009 2014 veneris veneris veneris veneris
2014a 2014b 2014c 2015c
Nonan 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a-Pinen 0 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0
Sabinen 0 0,3 0 36,4 0 0 0 0 0,4 0
B-Pinen 0 0,1 0 9,8 0 1,1 0 0 0 0
Mircen 0 0,2 0 2,7 0 0 0 0 0 0
a-Terpinen 0 0 0 0 0 8,9 0 0 0 0
p-Cimen 0 0,1 0 1,8 0 62,0 0 0 0 0
Limonen 0 0,2 0 27,7 0 2,1 0 0 0 0
B-Felandren 0 0 0 0 0 0 0,1 0,1 0 0,1
(2)--Ocimen 0,1 0 1 0 0 0 0 0 0 0
(E)-B-Ocimen 0 0 0,4 0 0 0 0 0,1 0 0
y-Terpinen 0 0,5 0 1,7 0 0 0 0 0 0
Terpinolen 0 0,1 0,1 0 0 0 0 0 0 0
Undekan 0 0 0 0 0 0 0,2 0,7 0,6 0,5
Estragol 0 0 0 0 0,5 0 0 0 0 0
cis-Hrizantemol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hrizantenil acetat 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,2
Terpinen-4-ol 0 0 0 3,8 0 0 0 0 0 0
Tridekan 0 0 0 0 0 0 24,1 50,7 52,8 36,5
1-Alil-2,4-dimetoksibenzen 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(E)-Kariofilen 0,7 0,9 1,0 3,2 8,9 0,7 18,5 13,5 10 18,1
(E)-p-Farnezen 73,3 57,7 66,6 0 54 0 0 0 0 0
a-Humulen 0 0 0 0 0 0 1,3 0,8 0,5 1
ar-Kurkmen 0 0 0,1 0 0 0 0 0 0 0
Germakren D 2,1 0,7 2,8 0 60,7 0 0 0 7,2 0,3
(Z,E)-a-Farnezen 2,0 43 15 0 0 0 0 0 0 0
a-Zingiberen 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pentadekan 0 0 0 0 0 0 16,5 19,4 8,5 18,2
(E,E)-a-Farnezen 48 14,6 3,7 0 11,3 0 0 0 2,5 0
Bicikloseskvifelandren 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Miristicin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5-Kadinen 0 0 0,1 0 0.7 53 0 0 0 0,2
(E)-Nerolidol 0 0,3 0,3 0 0 0 0 0 0 0
Germakren D-4-ol 0 0 0 0 0 0 0,5 0 0 0
trans-Seskvisabinen 12, 3,0 0,1 0 0 0 0 0 0 0
7-epi-Seskvisabinen 0 0 17,4 0 0 0 0 0 0 0
Tetradekanal 0 0 0 0 0 0 3,0 2,7 5,8 0
Heptadekan 0 0 0 0 0 0 52 2,6 1,6 3,1
Fitol 0 0,1 0 0 0 0 0,8 0 0,6 0,5
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periodu imala je zvanje istraziva¢-pripravnik. Od 2017.-2019. god. je bila angazovana na
istom projektu kao istraziva¢ saradnik. Od 2020. god. je angazovana na Prirodno-
matematiCkom fakultetu u NiSu kao istraZiva¢ saradnik na osnovu ugovora o finansiranju
naucnoistrazivackog rada NIO, broj 451-03-9/2021-14/200124. U toku studija je bila
angazovana u svojstvu saradnika u nastavi na predmetima Primenjena organska hemija,
Sinteze makrokoli¢ina organskih jedinjenja I Visi kurs instrumentalnih hromatografskih
metoda. 2015. godine je ucestvovala u promociji nauke u okviru festivala nauke ,,Nauk nije

bauk® i medunarodnog projekta ,,No¢ istrazivaca“, kao demonstrator ogleda. Ucestvovala je
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na nauc¢nim skupovima u zemlji i inostranstvu i kao autor i koautor je publikovala rezultate
istrazivanja u medunarodnim i nacionalnim casopisima. U svom istrazivackom radu Jelena
Stamenkovi¢ je objavila 15 radova, od toga 10 u nau¢nim ¢asopisima medunarodnog znacaja,
citiranim u Science Citation Index (SCI) bazi podataka, a 5 rada je objavljeno u nau¢nim
Casopisima nacionalnog znacaja. Sa 13 saopStenja je ucestvovala U radu medunarodnih i

nacionalnih nau¢nih skupova. Radovi iz doktorata su oznaceni zvezdicom.
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H3JABA O AYTOPCTBY

Hapnasmyjen 1a je A0KTOPCKa AHCEPTAINa, o1 HACTOROM

NeMujeRa auaaia AaK0 uenapLusuy KOMHOHEH 11, HHOI0IRA ARTHBHOCT I
XEMOTAKCONOMOKE KapakiepueTure Bpera poga Chaerophylium 1. (Apiaceae) ca
noapy+ja Cpiuje

Koja je oatpakena ia Mpipoaso-satesmariuxos akyiarery Vunsepinrera v Hinny:

® PEIVITAT CORCTREHON HUTPERNBAYKON pajiac
® 13 0BY JNCePTALM)Y. HIF Y LETHHH. HHTH Y JJI0BHMA, HHCAM NPHJABEHAAOIE KA
PN PHAL PAKY ITCTHAL HITH VHHECPINTETHMA:

® @ HHCAM NOBPCAMOIA HYTOPCKA NPaBa, HITH SI0YN0TPEINONG HHTEIRKTYATHY
CROJUIY PN THN L.

Joapomasam 23 ce ofjase MOJK JIHMHH MOAANH, KOJI CY Y BCIH €8 QyTOPCTROM M
ACOHjAIBEM BKAIEMCKOD SBRIRA IOKTOPA HAVKR, KBO HITO CY MME 31 [IPEINME, FOIHA H MECTD
poberi 1 1atya oabpase paga. 1 1o y kararory budanorere, JIrnraanom penointopi)ysy
Yuusepsurera v Hiny, k20 oy nyGonkaunjama Yiwsepsirera v Hiy.,

Y Hiy, _Z3 035 2ol

IoTnne ayTopa ancepraumje:

'/ p ;'_ -
Jovnd /0 Ll wsbee”
{HMMe. cpeamwe cnoso i npense)

192



H3JABA O HCTOBETHOCTH EJEKTPOHCKOT 1 HWITAMITAHOI OBJIHKA
AOKTOPCKE THCEPTAIULIE

Hacnos ncepraije Xesjera auamsa Jako HENAPLUBIX KOMUOBCRTH, GHoomKa
UKTHBHOCT H XEMOTAKCONOMCKE KADAKTEPHCTHRE spera poaa Chaerophyllum .,
(Apiaceae) ca noapyuja Cponje

Hijaemyjem aa je eneicrponcky obank MOJE IOKTOPCKE HCEPTaLMC, KOjy cam

Hpesan'ai 1a viowese v JInruraann penoanropujyym Yunnepsurera v Humy, yeioneran
LITAMITEHOM 00IMKN .

Y Humy, £3 05 Zoxd

Mornne ayropa aucepraumje;

N - o

v a8 7
N A P = 7T

~ (Mg, epeaibe caoso i npesime)
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H3JABA O KOPHITHEH Y

Omuawhyjess Yiusepsimeiexy Guémorexy . Huxonn Tecna™ au ¥ Hursraanm
PEAHIOPIIVM VHnsepuitern v Hiwy yuece MOIY OKTOPCKY ARCEPTALM]Y, M0 HICI0BOM:

Xemujera anaansa rako HCHAPLUBIY KOMAOHCHTH, GHONOMKS AR IHBROCT 1
VEMOTARCOMOMCRE KupaRTepueTnKe Bpera poia C) haerophyllum 1. (Apiaceae) ¢a
noapyvja Cponje

Hucepraunjy ca cesm npuaomya NPEaan/aa CaM ¥ CACKTPOHCKOM OG/IKY . MOTOTHOM
3 TPAIHO apXHiparee.

Mojy aekropexy JAHeepTatnjy, yviery v Jlururanum penosropriyvm Virkeepinrera 3
Huuy, sory kopieriom can koju TOWTY]Y 0apende catpaaie v oaatpanom mny AHuenue
Kpearnuue sajeannue (Creative Commons). 1a KO\ Cast ce oy upo/na,

~Aytoperso (CC BY)

2. AyToperno — rexosepuijanio (CC BY-NC)

e

- AVTOPCTBO — HeKoMepumjao - b npepaie (CC BY-NC-ND) —I

4. AVTOPCTHO — HEKOMEPIHIAIHO — AITH 110 HETHM yeaomiva (CC BY-NC-SA)
5. Ayroperso - Gea npepate (CC BY-ND)

0. AYTopeTno = eanm nod nerim venosma (CC BY-SA)

Y Himuy, L3303 Aom

Motnne aytopa ancepranuje:

/'égp’ /1 .;';:;.';ma:./cr

T (M, epeaie caoRo i rpeie)
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