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Pennu 6poj, PBP:

Unentudukanmonn 6poj, UBP:

Tun noxymenranuje, T: MoOHoOTpagCcka

Tun 3anuca, T3: TeKCTyaJIHH / rpaduakn

Bpcra pana, BP: JIOKTOpPCKa AMcepTanyja

Aytop, AY: Mapuja C. I'enunh

Mentop, MH: Huxo C. Pagynosuh

Hacnos paga, HP: U3zonoBame, cHTe3a U OMOJIOIIKA aKTUBHOCT CEKyHIAPHUX METa0oInTa 01abpaHux
OouspHKX BpcTa poposa Lycopus (Lamiaceae) u Inula (Asteraceae)

Jesuk my6nmukanuje, JII: CPIICKH

Jesuk u3Bopa, JU: EHTJICCKU

3emspa mybmmkoBama, 3I1: Cpbuja

VYike reorpadceko noapydje, YIIL: Cpbuja

T'oguna, I'O: 2015.

Wznasau, U3: ayTOPCKH PENPUHT

Mecto u agpeca, MA: Humi, Bumerpancka 33.

Om3nuku onmc paga, PO: 12 mornassra; 270 ctpane; 272 nutara; 21 Tabena; 62 cnuke; 50 npmora

Hayuna o6nact, HO: xeMmuja

Hayuna nucumrumnaa, H: OpraHcka Xxemuja u Onoxemuja

[penmerna onpenara/Kibyane peun, [1O: Lycopus europaeus L, Lycopus exaltatus L.f, Inula helenium L., etapcka yiba,

€KCTPakTH, aHTUMUKpPOOHa  aKTHBHOCT, XEMOTaKCOHOMHja, KOMOHWHATOpHa
OuOIHOTEKA, ITAHTAHU/IHHA PEareHCH XEMHUjCKOT IMOMeparma, eypoabHeHoI, elleMeHall,
3-MeTHII-2-aKaHOHH, Be3aHe MacHe KHCEeNHHe, alkaHd, laycoBa pacmojena,

OGrocHHTE3a
YIK 615.3220 : (534.054 + 54.057)
UYysa ce, UY: 6uborexa
Baxxna nariomena, BH: Jleo ucTpakuBarma Ha IPOjeKTy eB. Op. 172061 HaanexxHOr MUHUCTapCTBA
WzBon, U3: VY 0BOM pany cy UCIMTHBAHU €KCTPAKTH IUIOJ0BA OMIbHE BpcTe Lycopus europaeus L., Ipu 4eMy je M30JI0BaH HOBH

(eHONHN abHeTaHCKU TUTEpIICH (€ypoaOueHo), Koju moceayje 100pa aHTUMUKPOOHA CBOjCTBa, U ojapeljeH je cactaB
U cajipkaj Be3aHWX MAaCHHUX KHCEJHMHA U eMUKYTHKYJapHUX ajikaHa. YTBpHEHO je U Jia ce mapaMeTpy KBAIUTATUBHE U
KBAaHTUTATHBHE pacIojielie eMUKYTHKYJIapHUX allkaHa MOTY JIOBECTHM Yy Be3y ca KapaKTepHCTHKaMa EH3MMCKOT
cHUCcTeMa KOjH Y4YecTBYje y bHXOBOj OHOCHHTEe3W. V3BpIlieHa je M XeMHjCKa KapakTepHu3allhja eTapCKOr yiba
HaJ[3eMHOT JIeNa OBE BPCTE U3 pa3snuIuTHX (eHodasa, a TeCTUpameM aHTUMUKPOOHE akKTHBHOCTH yJba YTBpheHO je na
CENIEKTHBHO Jenyje Ha nBe ['pam-HeratuBHe Oakrtepuje (Escherichia coli m Klebsiella pneumoniae). JletassHOM
(UTOXEMHjCKOM aHATH30M (ETapCKOT yjba M EKCTPaKTa HA/J3eMHOT Jeja) joIl jeJHOT IpEeICTaBHHUKA OBOT poja y
¢opu Cpbwuje - Lycopus exaltatus L.f. yrBpheHo je ma oBy BpcTy ocuM Hponykuuje (moiu)(heHOTHUX jeIHbEerbha,
KOjU Cy yoOHMYajeHH CeKyHJapHH MeTaOOJHMTH 3a OBaj POA, OUIMKYje W OMOCHHTE3a TPUTEPIEHCKUX KHCEIHHA.
MynTHBapHjaHTHOM CTATHCTHYKOM aHAJIHM30M CacTaBa €TapCKHX yJba BpcTa poaa Lycopus mobujeHe cy HeKe qoaaTHe
nHpOpMaIje Be3aHe 3a ciokeHe nHpparenepuuke. OnpeheH je n cactaB Mano3acTyIsbeHe (pakimje eTapcKor yiba
KopeHa OwspHe Bpcre Ilnula helenium L. 3a kojy je yTBpheHO na je HW3pa3WTO aKTHBHA IpeMa OakTepHju
Staphylococcus aureus. Tom npuiukom, 3-metun-2-ankanonu (C;1—Ciy) ¢y HICHTH()HMKOBAHU, MO MPBH MyT Kao
OMJPHM TPUPOIHU NPOHM3BOMAH, NIPUMEHOM METOJO0JOTHje KOMOMHATOPHUX CHHTETCKHX Ombnmoreka. TecTHpameMm
aHTUMUKPOOHE aKTUBHOCTH CHHTETHCAHUX 3-MeTHI-2-aJIKaHOHa je YTBph)eHO /1a HUCY aKTHBHU Ipema cojy S. aureus.
CrpykTypa IJIaBHOT, M HajBepOBAaTHHjE AKTHBHOI CacTOjKa OBe (pakiije, peTKOr CECKBHTEpIICHA elieMeHana je
onpehena momohy HoBe NMR MeTone 3a aHAmM3y CIOKEHHX CMEIIa KOja 3aCHOBaHA Ha MPHUMEHH JIAHTAHUIHUX
peareHaca XeMHjCKOT TOMepamba.

JaTtym npuxsarama teme, AI1: | 24.12.2012.

Harym onbpane, 40O: b

Unanosu xomucyje, KO: IIpencennuxk: Pactko Bykuhesnh
‘Ypam: [Monmuna baarojeuh
Unaw, MeHTOP: Huxo Pamynosuh

O6pasay Q4.09.13 - N3parme 1



Mpwnor 4/2

NMPUPOOHO - MATEMATUYKU ®AKYITET
HULL

KEY WORDS DOCUMENTATION

Accession number, ANO:

Identification number, INO:

Document type, DT: monograph

Type of record, TR: textual / graphic
Contents code, CC: doctoral dissertation
Author, AU: Marija S. Gen¢i¢

Mentor, MN: Niko S. Radulovié¢
Title, TI: Isolation, synthesis and biological activity of secondary metabolites from selected
plant species from the genera Lycopus (Lamiaceae) and Inula (Asteraceae)

Language of text, LT: Serbian

Language of abstract, LA: English

Country of publication, CP: Serbia

Locality of publication, LP: Serbia

Publication year, PY: 2015

Publisher, PB: author’s reprint

Publication place, PP: Nis, ViSegradska 33.

Physical description, PD: 12 chapters/ 270 pages/ 272 ref./ 21 tables/ 62 pictures/ 50 appendices

Scientific field, SF: chemistry

Scientific discipline, SD: organic chemistry and biochemistry

Subject/Key words, S/IKW: Lycopus europaeus L, Lycopus exaltatus L.f, Inula helenium L., essential oils,
extracts, antimicrobial activity, chemotaxonomy, combinatorial library, lanthanide
chemical shift reagents, euroabienol, elemenal, 3-methyl-2-alkanones, bound fatty
acids, alkanes, Gaussian distribution, biosynthesis

ucC 615.3220 : (534.054 + 54.057)

Holding data, HD:

library

Note, N:

This work is a part of the research performed within the Project No. 172061.

Abstract, AB:

Herein, we studied the chemical composition of Lycopus europaeus L. fruits. As a result, a new abietane-type
diterpenoid (euroabienol), with moderate antimicrobial activity, was isolated. The composition of the bound fatty
acids and epicuticular alkanes were determined, as well. It was found that the distribution of the relative amounts of
the wax alkanes reflected the work of elongase enzyme systems. Furthermore, the detailed analyses of L. europaeus
essential oils (aerial parts; two different phenophases) were performed. Antimicrobial screening of the oil revealed
a selective action of the tested oil towards two Gram-negative strains (Escherichia coli and Klebsiella
pneumoniae). The detailed phytochemical study (essential oils and extracts; aerial parts) of another representative
of this genus in the flora of Serbia - Lycopus exaltatus L.f, revealed that this taxon alongside (poly)phenolic
compounds, that are common secondary metabolites of this genus, produced triterpene acids. Moreover, a
multivariate statistical comparison of the essential-oil composition data for several Lycopus species revealed
valuable information about a very complex infrageneric relationships within this genus. The analysis of a minor
antistaphylococcal fraction of Inula helenium L. root essential oil was another aim of this PhD thesis. The creation
of a small combinatorial library enabled the first unequivocal identification of long-chain 3-methyl-2-alkanones
(C11—Cy9) as plant secondary metabolites. However, these synthetic 3-methyl-2-alkanones were found to be not
active against Staphylococcus aureus. The major (and most probably active) component of the mentioned fraction,a
rare sesquiterpene, elemenal, was identified applying a new structural elucidation methodology that employed
lanthanide induced shifts in NMR analysis of complex samples comprising of several compounds.

Accepted by the Scientific Board on, ASB: 24.12.2012.

Defended on, DE:

Defended Board, DB: President: Rastko Vukicevi¢

Member: Polina Blagojevi¢

Member, Mentor: Niko Radulovié

O6pa3zarr Q4.09.13 - U3name 1



ZAHVALNICA

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

Ova doktorska disertacija je uradena u okviru istrazivanja na projektu ON 172061
,, Kombinatorne biblioteke heterogenih katalizatora, prirodnih proizvoda, modifikovanih
prirvodnih proizvoda i njihovih analoga: put ka novim bioloskim agensima” Ministarstva

prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije.

Ovom prilikom najiskrenije se zahvaljujem svom mentoru profesoru Niku Radulovicu
na ukazanom poverenju, ogromnoj i nesebicnoj pomoci tokom izrade ove disertacije, kao i na

prijateljskom odnosu tokom ovih godina.

Najsrdacnije se zahvaljujem i clanovima komisije prof. dr Rastku Vukicevicu i prof. dr
Polini Blagojevi¢ na nizu korisnih sugestija i saveta koji su u mnogome uticali na kvalitet

same disertacije.

Zahvalnost dugujem i kolegama iz grupe, ne samo na predusetljivosti i saradnji u toku
realizacije ove doktorske disertacije, ve¢ i na tome sto su sam rad u laboratoriji cesto cinili

laksim i veselijim.

Posebnu zahvalnost dugujem Zorici TaSkov, profesoru hemije u Gimnaziji , Bora

Stankovi¢” u penziji, koja mi je na najbolji moguci nacin usadila ljubav prema hemiji.

Naposletku, ne mogu, a da se, ne zahvalim i svojoj porodici na bezgranicnoj podrsci,

razumevanju i ljubavi.



OZNAKE I SKRACENICE

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

OZNAKE I SKRACENICE

-NOMENKLATURA-
Me ili CH5— Metil
Etili C;Hs— Etil
Acili CH;CO—  Acetil
ACP Acyl Carrier Protein (protein nosa¢ acil grupe)
CoA Coenzyme A (koenzim A)
Lys Lysine (lizin)
NAD Nicotinamide Adenine Dinucleotide (nikotinamid adenin dinukleotid)
NADP Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate (nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat)
n normalni niz
0 orto
m meta
p para
a aksijalni
e ekvatorijalni
gem geminalni
E Entgegen (stereodeskriptor)
Zuzammen (stereodeskriptor)
Dexter
L Laevus
-) levorotatorni

-REAGENSI I RASTVARACI-

AcOH Siréetna kiselina

CDCl; Deuterohloroform

DCC N,N'"-DiCyclohexylCarbodiimide (N, N'-dicikloheksilkarbodiimid)
DMAP 4-(DiMethylAmino)Pyridine (4-(dimetilamino)piridin)

DMSO DiMetilSulfOksid

DMSO-ds Deuterodimetilsulfoksid
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Et;N Trietilamin

Et,O Dietil-etar

EtOAc Etil-acetat

EtOH Etanol

Eu(fod); tris(6,6,7,7,8,8,8-Heptafluor-2,2-dimetil-3,5-oktandionat)europijum(III)
MeOH Metanol

MeONa Natrijum-metoksid

‘BuOH terc-Butanol

‘BuOK Kalijum-terc-butoksid

TMS TetraMethylSilane (Tetrametilsilan)
TMSCI TriMethylSilyl Chloride (Trimetilhlorsilan)

-HROMATOGRAFIJA I MASENA SPEKTROMETRIJA-

A Povrsina istod pika u gasnom hromatogramu
ACL Average Chain Length (prose¢na duZina ugljovodoni¢nog niza)
AMDIS Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification System

(automatizovani sistem za identifikaciju i dekonvoluciju masenih

spektara)

C Koncentracija

CPI Carbon Preference Index (ugljeni¢ni preferencijalni indeks)

EI Electron Ionization (elektronska jonizacija)

FID Flame Ionization Detector (plameno-jonizacioni detektor)

GC Gas Chromatography (gasna hromatografija)

GC-MS Gas Chromatography-Mass Spectrometry (gasna hromatografija-
masena spektrometrija)

HP Hewlett-Packard

HRMS High Resolution Mass Spectrometry (masena spektrometrija visoke
rezolucije)

[M]* Molekulski jon

m/z Mass-to-charge-ratio (odnos mase 1 naelektrisanja)

MPLC Medium Preasure Liquid Chromatography (te€na hromatografija pri

srednjim pritiscima)
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rel. int. Relativni intenzitet

RI Retention Index (retencioni indeks)

ARI Razlika u retencionim indeksima

R; Retention Time (retenciono vreme)

TLC Thin-Layer Chromatography (tankoslojna hromatografija)
TIC Total Ion Chromatogram (ukupni jonski hromatogram)

-INFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA I ULTRALJUBICASTA I VIDLJIVA SPEKTROSKOPIJA-

ATR Attenuated Total Reflectance
FT Fourier Transform (Fourier-ova transformacija)
FTIR Fourier Transformed Infrared Spectroscopy (Furije-transformisana

infracrvena spektroskopija)

IR InfraRed (infracrvena)

uv UltraViolet

UV-Vis UltraViolet—Visible spectroscopy (spektroskopija u UV 1 Vis oblasti)
v Frekvencija valencione vibracije

Frekvencija deformacione vibracije

Amax Talasna duzina maksimuma apsorpcije

-NUKLEARNA-MAGNETNA REZONANTNA SPEKTOSKOPIJA-

1D jednodimenzionalni

2D dvodimenzionalni

br. d broad doublet (Siroki dublet)

br. dd broad doublet of doublets (Siroki dublet dubleta)

br. pseudo-d quint broad pseudo doublet of quintets (Siroki pseudo dublet kvinteta)
br.s broad singlet (Siroki singlet)

br. tt broad triplet of triplets (Siroki triplet tripleta)

BC NMR Carbon-13 Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy (nuklearna-

magnetna rezonantna spektroskopija ugljenika-13)
d dublet
dd dublet dubleta
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DEPT Distortionless Enhancement by Polarization Transfer

gHMQC Gradient-enhanced Heteronuclear Multiple Quantum Coherence

'"H-'H COSY 'H - "H Correlation Spectroscopy

'"H-'HgDQCOSY Gradient-enhanced Double Quantum Filtered Correlation
Spectroscopy

'"H-"C gHMBC Gradient-enhanced Heteronuclear Multiple Bond Correlation

'"H NMR Hydrogen-1 Nuclear Magnetic Resonance (protonska nuklearno-
magnetna rezonantna spektroskopija)

hept heptulet (heptet)

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation

HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherence

J Konstanta kuplovanja

LSR Lanthanide Shift Reagents (lantanidni reagensi hemijskog
pomeranja)

m multiplet

NMR Nuclear Magnetic Resonance (nuklearno-magnetna rezonantna
spektroskopija)

NOESY Nuclear Overhauser Effect Spectroscoy

ppm parts per million

pseudo-dq pseudo-doublet of quartets (pseudo-dublet kvarteta)

pseudo-dt pseudo-doublet of triplets (pseudo-dublet tripleta)

pseudo-td pseudo-triplet of doublets (pseudo-triplet dubleta)

pseudo-t hept pseudo-triplet of heptulets (pseudo-triplet heptuleta)

pseudo-t sext pseudo-triplet of sextuplets (pseudo-triplet sekstupleta)

pseudo-q pseudo-quartet (pseudo-kvartet)

pseudo-qd pseudo-quartet of doublets (pseudo-kvartet dubleta)

pseudo-quint pseudo-quintet (pseudo-kvintet)

S singlet

sext sextuplet (sekstuplet)

t triplet

0 Hemijsko pomeranje u NMR spektru

on Hemijsko pomeranje u 'H NMR spektru
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oc Hemijsko pomeranje u *C NMR spektru

Ad Razlika u hemijskim pomeranjima

AEu Gradijent pomeranja

Axal IzraCunate vrednosti hemijskih pomeranja indukovanih lantanidom

na osnovu Mekonel-Robertsonove  (McConnell-Robertson)

jednacine

-ANTIMIKROBNA I ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST-

ATCC American Type Culture Collection

CFU Colony-Forming Unit

MBC Minimum Bactericidal Concentration (minimalna baktericidna
koncentracija)

MFC Minimum  Fungicidal = Concentration  (minimalna  fungicidna
koncentracija)

MIC Minimum  Inhibitory = Concentration = (minimalna  inhibitorna
koncentracija)

MHA Mueller Hinton Agar

NCCLS National Committee for Clinical Laboratory Standards (americki

nacionalni komitet za klinicke laboratorijske standarde)

PDA Potato Dextrose Agar (krompir dekstrozni agar)
SDA Sabouraud Dextrose Agar (Sabouraud dekstrozni agar)
DPPH 1,1-DiPhenyl-2-PicrylHydrazyl = radical  (1,1-difenil-2-pikril-hidrazil
radikal)
ABTS 2,2'-Azino-Bis(3-ethylbenzoThiazoline-6-Sulphonic acid)
FRAP Ferric ion Reducing Antioxidant Power
-STATISTICKA ANALIZA-
MVA Multivariate analysis (multivarijantna analiza)
AHC Agglomerative Hierarchical Clustering (aglomerativna hijerarhijska

klaster analiza)

PCA Principal Component Analysis (analiza glavne komponente)
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D Diterpeni

M Monoterpeni

MMK Jedinjenja izvedena iz metabolizma masnih kiselina
(0) Ostalo

S Seskviterpeni

SM Jedinjenja izvedena iz Sikimatnog puta

-MERNE JEDINICE-

A angstrem

amu atomic mass unit (jedinica atomske mase)
°C Celzijusov stepen
cm centimetar

dm decimetar

eV electron Volt

g gram

h sat

Hz herc

K Kelvinov stepen
kcal kilocalorie (kilokalorija)
kHz kiloherc

1 litar

M mol/dm’

m metar

MHz megaherc

mg miligram

min minut

ml mililitar

mm milimetar

mmol milimol

mmu milli mass unit
nm nanometar

rpm revolutions per minute (broj okretaja u minuti)
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s sekunda
pl mikrolitar
pm mikrometar
-OSTALO-
aq. Aqueous solution (vodeni rastvor)
et al. Et alia (i drugi)
eqg. ekvivalent
HBA Hydrogen Bond Aceptor
HBD Hydrogen Bond Donor
s.t. sobna temperatura
sl. sli¢no
syn. sinonim
tr trag

srednja vrednost, koriS¢ena kod Gausove raspodele

c standardna devijacija, koris¢ena kod Gausove raspodele
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Do sada je iz visih biljaka izolovano/identifikovano preko milion jedinjenja velike
strukturne raznolikosti. Ovi molekuli veoma ¢esto imaju specificnu funkciju u biljci, a mnogi
od njih poseduju bioloske aktivnosti koje mogu biti od koristi ljudima (Queiroz et al., 2005).
Samonikle biljne vrste su nekada bile gotovo jedini ljudima dostupni (poznati) izvor lekovitih
supstanci, 1 otuda su ¢inile osnovu tradicionalne medicine mnogih naroda (De Pasquale,
1984). Medutim, relativno mali procenat od oko 250.000-500.000 poznatih biljnih vrsta je
proucavan sa fitohemijskog, a joS manji procenat i sa bioloskog i farmakoloskog aspekta
(Rates, 2001). Stoga se moze reci da je potencijal visih biljaka kao izvora novih (moguce i
bioaktivnih) molekula i dalje slabo istrazen i iskoris¢en.

Napredak modernih tehnika analize 1 metoda razdvajanja omogucio je i olakSao
izolovanje i odredivanje strukture ¢ak i molekula koji se u biljnim tkivima nalaze u veoma
malim koli¢inama (Harvey, 2008). Moze se re¢i da je ovo jedan od dva osnovna faktora koji
je doveo do pronalazenja novih bioloski aktivnih sekundarnih metabolita i kod biljnih vrsta
koje su prethodno fitohemijski proucavane (Radulovi¢ et al., 2012). Drugi faktor je
postojanje razlika u genetskom pool-u populacija odredene biljne vrste koje se mogu odraziti
na sastav njihovih sekundarnih metabolita. Takode, do promene u profilu sekundarnih
metabolita neke biljne vrste moZe do¢i i pod uticajem razli¢itih ekoloskih faktora (poput faze
ontogenetskog razvica biljke, karakteristika staniSta na kome se biljna populacija nalazi,
postojanja infekcije, napada insekta, itd.) (Queiroz et al., 2005). Poznato je da se sastav
sekundarnih metabolita ¢esto razlikuje u razli¢itim biljnim organima (Wink, 2009), kao i da
se molekuli koji obavljaju specificnu funkciju u biljei (npr. hemijska odbrana od herbivora) u
najvecoj meri akumuliraju u cvetovima i plodovima/semenu (Brown et al., 2003).

Imajuci sve ovo u vidu namece se potreba za kontinuiranom detaljnom fitohemijskom
analizom kako biljnih vrsta koje do sada nisu proucavane, tako 1 dobro proucenih biljnih
vrsta, 1 da se, ukoliko je to moguce, posebno ispita sastav sekundarnih metabolita svakog
pojedinacnog organa. Potraga za novim bioloSki aktivnim prirodnim proizvodima biljnog
porekla cesto moze da dovede do izolovanja nepoznatog jedinjenja, odredivanja njegove
strukture 1 testiranja bioloSke aktivnosti Medutim, ukoliko iz nekog razloga (npr. mala
zastupljenost u biljci) nije moguée izolovati nepoznato jedinjenje u Cistom stanju tada se
njegova pretpostavljena struktura moze potvrditi sintezom, koja, takode, pruza i dovoljne

koli¢ine supstance za razne bioloske testove
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Lycopus L. je rod familije Lamiaceae koji obuhvata Sesnaest vrsta viSegodiSnjih
cvetnica raspostranjenih pre svega u Evropi, Aziji i Severnoj Americi (Moon 1 Hong, 2006).
U Srbiji je ovaj rod zastupljen sa samo dve vrste: Lycopus europaeus L. i L. exaltatus L.f.
(Josifovi¢, 1974). Smatra se da biljna vrsta L. europaeus poseduje odredena lekovita svojstva,
pa se u narodnoj medicini nadzemni deo biljke u cvetu koristi kao adstrigens, sedativ, tonik 1
narkotik, u tretmanu tahikardije, hemoroida, guSavosti, Grejvsove (Graves) bolesti, kao 1
napetosti 1 bola u mle¢nim zlezdama (Beer et al., 2008; Crellin i Philpott, 1997; Pinn, 2005;
Tucakov, 1984). Vise in vitro i in vivo farmakoloskih studija potvrdilo je da tretman
ekstraktom (npr. etanolnim) ove biljne vrste dovodi do ublaZavanja ili suzbijanja odredenih
simptoma hipertireoze (Beer et al., 2008; Vonhoff et al., 2006). Antitireotropna i
antigonadotropna aktivnost ekstrakta ove biljne vrste se pripisuje polifenolnim jedinjenjima,
pre svega derivatima cimetne, kafene i ruzmarinske kiseline, kao i nekim flavonoidima i
flavonoidnim glikozidima (Bucar et al., 1995; Fecka i1 Cisowski, 1999; Kartnig i Bucar,
1995). Prethodna fitohemijska ispitivanja pokazala su da je nadzemni deo ove biljne vrste,
osim fenolnim jedinjenjima, bogat i izopimaranskim (Hussein et al., 1999; Jeremi¢ et al.,
1985; Milosavljevi¢ et al., 1986) i acikli¢nim diterpenima (Gibbons et al., 2003; Hussein i
Rodriguez, 2000), a za neke od njih je utvrdeno da predstavljaju agense koji povecavaju
osetljivost vise tipova multirezistentnih sojeva bakterije Staphylococcus aureus na standardne
antibiotike (Gibbons et al., 2003). I pored brojnih fitohemijskih, farmakoloskih i bioloskih
ispitivanja zanimljivo je da je hemijski sastav etarskog ulja ove biljne vrste analiziran samo
dva puta do sada, pre viSe od dvadeset pet godina, kada je identifikovano svega 13 (Sharipov
et al., 1969), odnosno 10 sastojaka (Lawrence, 1989), pa se namece potreba za detaljnijom
analizom koja bi mogla da dovede do identifikacije potencijalno farmakoloSki 1 bioloSki
aktivnih supstanci, a koje bi, takode, mogle da pruze dodatnu potvrdu raznovrsne
etnofarmakoloske upotrebe ove biljne vrste. Takode, plodovi vrste L. europaeus su bili
predmet svega dva fitohemijska ispitivanja tokom kojih je odreden samo sadrzaj
najzastupljenijih vezanih masnih kiselina (Kozlowski et al., 1998; Lotti i Averna, 1969).

Za razliku od biljne vrste L. europaeus, drugi predstavnik ovog roda u flori Srbije, L.
exaltatus, nema poznatu upotrebu u narodnoj medicini. Medutim, jedan od prihvacenih
pristupa odabiru biljne vrste koja bi bila predmet neke fitohemijske analize jeste da odabrana
biljna vrsta, ukoliko sama nema etnofarmakoloSku upotrebu, bude iz roda koji je poznat po

tome (Rates, 2001). U literaturi je dostupno veoma malo podataka o sekundarnim
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metabolitima biljne vrste L. exaltatus jer je do sada sprovedeno svega nekoliko istrazivanja, u
kojima je, izmedu, ostalog odreden: (i) sastav i sadrzaj slobodnih i vezanih masnih kiselina
listova, cvetova i plodova ove biljne vrste (Maffei i Scannerini, 1993; Marin et al., 1991), (i7)
sastav i1 sadrzaj alkana prisutnih na povrsini listova (Maffei, 1994), (iii) sastav polifenolnih
jedinjenja (Savina et al., 2013) i (iv) hemijski sastav etarskog ulja u kome je identifikovano
svega 18 sastojaka (Lawrence, 1989).

Inula helenium L. (Compositae) je korovska viSegodiSnja biljna vrsta koja je u nasoj
zemlji Siroko rasprostranjena. U narodu je poznatija pod nazivom oman, a njen koren se u
tradicionalnoj medicini cesto koristi kod digestivnih i respiratornih problema, urinarnih
infekcija, koznih oboljenja, itd. (Tucakov, 1984). Nedavno istrazivanje je pokazalo da je
etarsko ulje korena ove vrste izrazito aktivno prema bakteriji Staphylococcus aureus 1 da
svoje baktericidno dejstvo ispoljava putem oste¢enja Celijske membrane. Frakcionisanje ulja
je otkrilo da su seskviterpenski laktoni alantolakton, izoalantolakton i diplofilin glavni
nosioci aktivnosti i omogucéilo detekciju (i identifikaciju) malozastupljenih sastojaka koji nisu
bili detektovani GC i GC-MS analizom nefrakcionisanog etarskog ulja. Najaktivnija frakcija,
sa minimalnom inhibitornom koncentracijom (MIC) od svega 0,2 pg/ml, sadrzavala je
pomenute seskviterpenske laktone eudezmanskog skeleta. Veoma sli¢nu aktivnost (MIC =
0,8 pg/ml) posedovala je i1 frakcija eluirana sa 5% dietil-etrom u heksanu. Hemijski sastojci
pomenute veoma aktivne frakcije su nazalost ostali neidentifikovani, a pretpostavljeno je
samo, na osnovu fragmentacije u masenom spektru, da je njen glavni sastojak seskviterpenski

aldehid germakranskog skeleta (Stojanovi¢-Radi¢ et al., 2012).
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Imaju¢i sve prethodno u vidu, za ciljeve ove doktorske disertacije postavljeno je
ispitivanje biljnih vrsta Lycopus europaeus L., Lycopus exaltatus L.f. i Inula helenium L.,
koje obuhvata:

¢ dobijanje 1 detaljnu analizu hemijskog sastava etarskih ulja biljnih vrsta L. europaeus
1 L. exaltatus;

¢ uporednu statistiCku analizu isparljivih sastojaka biljnih vrsta iz roda Lycopus, na
osnovu dobijenih, kao i prethodno objavljenih rezultata;

¢ dobijanje i analizu hemijskog sastava ekstrakata plodova biljne vrste L. europaeus;

¢ identifikaciju (sintezom ili izolovanjem 1 spektroskopskom analizom) nekih od
sekundarnih metabolita iz frakcije (5% dietil-etar u heksanu) etarskog ulja korena
biljne vrste 1. helenium, koja je pokazala jaku antimikrobnu aktivnost;

¢ spektroskopsku i strukturnu karakterizaciju izolovanih i/ili sintetisanih jedinjenja;

¢ ispitivanje antimikrobne aktivnosti odabranih etarskih ulja i ¢istih jedinjenja.

Postavljeni ciljevi su ostvareni tako Sto je izvedeno sledece:

¢ dobijanje 1 detaljna analiza hemijskog sastava etarskih ulja nadzemnih delova biljne
vrste L. europaeus iz faze punog cveta i1 faze zrelih plodova;

¢ dobijanje 1 detaljna analiza hemijskog sastava etarskih ulja nadzemnih delova
populacija biljne vrste L. exaltatus iz Srbije 1 Nemacke;

¢ uporedna statisti¢ka analiza isparljivih sastojaka biljnih vrsta roda Lycopus, pri ¢emu
je baza podataka za ovu analizu formirana na osnovu rezultata dobijenih u ovom
istrazivanju 1 prethodno objavljenih rezultata;

¢ pripremanje 1 hromatografsko razdvajanje ekstrakata plodova biljne vrste L.
europaeus pri cemu je odreden sastav epikutikularnih alkana i1 vezanih masnih
kiselina, a, takode, je izolovan 1 spektralno okarakterisan novi diterpen abietanskog
skeleta koji je nazvan euroabienol;

¢ pripremanje i hromatografsko razdvajanje ekstrakta nadzemnih delova biljne vrste L.
exaltatus koje je rezultovalo izolovanjem 1 identifikacijom intrakutikularnih alkana,
dve triterpenske kiseline: oleanolne 1 ursolne, tri derivata cimetne kiseline: frans-p-
kumarinske, trans-ferulinske 1 trams-kafene kiseline, 1 dva flavona, apigenina i
luteolina;

¢ dobijanje 1 hromatografsko razdvajanje etarskog ulja korena biljne vrste 1. helenium;
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identifikacija 3-metil-2-alkanona dugog ugljovodoni¢nog lanca iz pomenute frakcije
(5% dietil-etar u heksanu) etarskog ulja korena biljne vrste . helenium, kreiranjem
male kombinatorne biblioteke sintetskih standarda 3-metil-2-alkanona (C;;—Cjy), a
zatim 1 koinjekcijom ovih jedinjenja sa pomenutom frakcijom;

identifikacija seskviterpenskog aldehida elemenala, glavnog sastojka aktivne frakcije
(5% dietil-etar u heksanu) etarskog ulja korena biljne vrste I. helenium, primenom
lantanidnih reagenasa hemijskog pomerenja u kvalitativnoj NMR analizi slozenih
smesa.

spektroskopska i strukturna karakterizacija svih izolovanih i/ili sintetisanih jedinjenja;
ispitivanje antimikrobne aktivnosti etarskog ulja biljne vrste L. europaeus, izolovanog

abietanskog diterpena euroabienola i sintetskih standarda 3-metil-2-alkanona.

Predvidena ispitivanja su sprovedena koris¢enjem slede¢ih metoda:

dobijanje etarskih ulja - hidrodestilacija po Klevendzeru (Clevenger);

dobijanje ekstrakata - ekstrakcija dihlormetanom i smeSom hloroform-metanol (1:1) u
ultrazvu¢nom kupatilu ili maceracija u dietil-etru;

derivatizacija - sililovanje, bazno-katalizovana transesterifikacija 1 esterifikacija
diazometanom;

analiza - gasna hromatografija sa plameno-jonizacionom detekcijom (GC-FID), gasna
hromatografija sa masenom detekcijom (GC-MS) 1 tankoslojna hromatografija na
SiO, (TLC);

izolovanje - kolonska hromatografija, dry flash hromatografija, tecna hromatografija
pod srednjim pritiscima (MPLC) na SiO; i gel hromatografija na stubu SEPHADEX-a
LH-20;

statisticka analiza — multivarijantna analiza pomoc¢u programskog paketa plug-in
XLSTAT za program EXCEL;

spektroskopska i strukturna karakterizacija - nuklearna magnetna spektroskopija
ugljenika-13 i1 vodonika (H- i "C-NMR, jedno- 1 dvodimenzionalna), infracrvena
spektroskopija (IR), ultraljubicasta-vidljiva spektroskopija (UV-Vis) i masena
spektrometrija (EI-MS 1 HRMS);

molekulsko modelovanje - konformaciona analiza pomocu programa ChemBio3D
Ultra 12.0;

antimikrobna aktivnost - mikrodiluciona metoda po preporukama NCCLS-a.
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3.1. SISTEMATIKA RODA LYCOPUS

Lycopus L. je rod familije Lamiaceae (usnatice) koji obuhvata Sesnaest vrsta
rasprostranjenth pre svega u Evropi, Aziji 1 Severnoj Americi. U ovaj rod spadaju
viSegodiSnje zeljaste biljke koje uglavnom naseljavaju vlatna, prevashodno mocvarna
staniSta (Moon i Hong, 2006). Osnovne morfoloske karakteristike ovog roda su:

¢ izduteni i bokorasti izdanci i nazubljeni do perasto deljeni listovi;

¢ sitni, beliCasti, gotovo radijalni cvetovi sakupljeni u prividno pr§ljenastim cvastima u
pazusima listova;

¢ zvonasta, skoro pravilna ¢aSica sa 4 ili 5 zubaca koja je u unutra$njosti gola;

¢ zvonasta, beliCasta krunica sa skoro Cetiri jednaka retnja, koja je dlakava u delu u
kome su pri¢vrS¢eni prasnici, a po dutini je jednaka ¢asSici ili neSto duta od nje;

¢ Cetiri prasnika od kojih su dva zakrtljala i sterilna, a dva su potpuno razvijena i Strce
iz krunice;

¢ tetraedriéni oras€i¢i koji su na vrhu ravni, a na ivici zadebljali (Josifovi¢, 1974).

U tabeli 3.1 je prikazano filogenetsko stablo roda Lycopus.

TABELA 3.1. FILOGENETSKO STABLO' RODA LYCOPUS

TAKSONOMSKE KATEGORIJE TAKSONI

Regnum — Carstvo Plantae
Subregnum —Podcarstvo Viridaeplantae
Phylum — Odeljak Tracheophyta
Subphylum — Pododeljak Euphyllophytina
Classis — Klasa Spermatopsida
Subclassis — Podklasa Magnoliidae
Ordo — Red Lamiales
Familia — Familija Lamiaceae
Subfamilia —Podfamilija Nepetoideae
Tribus — Pleme Mentheae
Genus — Rod Lycopus

T Systema Naturae 2000 (http://sn2000.taxonomy.nl/).
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U Srbiji je ovaj rod zastupljen sa samo dve vrste L. europaeus L. 1 L. exaltatus L.f.
(Josifovi¢, 1974). Njihova osnovna morfoloska razlika je u nazubljenosti listova. Kod vrste L.
exaltatus listovi perasto deljeni skoro do glavnog nerva (slika 3.1), a kod vrste L. europaeus

oni su krupno nazubljeni i samo u donjem delu nesto krupnije useceni (slika 3.2).

SLIKA 3.1. IZGLED (CVETA, LISTA I PLODA) BILJNE VRSTE L. EXALTATUS

SLIKA 3.2. IZGLED (CVETA I LISTA) BILINE VRSTE L. EUROPAEUS

10
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3.2. SEKUNDARNI METABOLITI BILJNE VRSTE LYCOPUS EUROPAEUS L.

Biljna vrsta L. europaeus bila je predmet znacajnog broja kako hemijskih, tako i
bioloskih 1 farmakoloskih istrativanja. Vecéina ovih istrativanja je bila motivisana
opStepoznatom upotrebom nadzemnog dela ove biljne vrste u narodnoj medicini za leCenje
blat ih oblika hipertireoze. Opravdanost te etnofarmakoloske upotrebe potvrCena je u vise in
vivo 1 in vitro farmakoloskih studija, a ispitivanja hemijskog sastava ove biljne vrste su
prevashodno bila usmerena ka identifikaciji jedinjenja koja su nosioci aktivnosti, Sto je
dovelo do izolovanja velikog broja polifenolnih jedinjenja. Osim polifenolnih jedinjenja, iz
nadzemnog dela je izolovan i znacajan broj diterpena, a odreCen je i sastav etarskog ulja,

povrsinskih alkana listova i vezanih masnih kiselina plodova.

3.2.1. (POLI)FENOLNA JEDINJENJA

Nadzemni deo biljne vrste L. europaeus je izuzetno bogat (poli)fenolnim
jedinjenjima: slobodnim (poli)fenolnim kiselinama, depsidima, lignanima, flavonoidima,
flavonoidnim glikozidima, itd. MeCu jedinjenjima C¢C; skeleta (1-6) najzastupljeniji su
(poli)hidroksilovani derivati benzoeve kiseline 1-5 (slika 3.3), dok su od fenilpropanoida
(C6C;5 skelet) naCeni samo derivati cimetne kiseline 8-13 (slika 3.4). Pored toga, izolovana su
1 tri depsida: hlorogenska kiselina (14), ruzmarinska kiselina (15) 1 njen metil estar (16), kao 1
dva lignana, litosperminska (17) 1 elaginska kiselina (18) (slika 3.5) (Fecka 1 Cisowski, 1999;
Hoerhammer et al., 1962; Shelukhina et al., 2011; 2010; Swiatek et al., 1987; Wagner et al.,
1970). (Poli)fenolne kiseline se kod ove biljne vrste akumuliraju u vecoj koli¢ini u
nadzemnom delu u odnosu na koren (Swiatek et al., 1987), a od gore navedenih,
najzastupljenija je ruzmarinska kiselina (Fecka i Cisowski, 1999) kojoj se u najve¢oj meri 1

pripisuje antioksidantna aktivnost ekstrakata ove biljne vrste (Lamaison et al., 1991).

SLIKA 3.3. DERIVATI C4C, 1 C4C, SKELETA NADENI U VRSTI L. EUROPAEUS: P-HIDROKSIBENZOEVA (1), GENTIZINSKA (2),
PROTOKATEHUKARBOKSILNA (3), VANILINSKA (4) I SIRINGINSKA KISELINA (5), PROTOKATEHUALDEHID (6) I (P-

HIDROKSIFENIL)SIRCETNA KISELINA (7)
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SLIKA 3.4. (POLI)HIDROKSICIMETNE KISELINE NADENE U VRSTI L. EUROPAEUS: TRANS-P-KUMARINSKA KISELINA (8),
TRANS-KAFENA KISELINA (9) I NJEN ETIL ESTAR (10), TRANS-FERULINSKA (11), TRANS-IZOFERULINSKA (12) I TRANS-

SINAPINSKA KISELINA (13)

SLIKA 3.5. DEPSIDI I LIGNANI NADENI U BILINOJ VRSTI L. EUROPAEUS

Iako su meCuflavonoidima detektovani samo flavoni, poput apigenina (19), luteolina
(23) i1 njihovih 7-O-metilovanih derivata 20 i 24 (Kartnig i Bucar, 1995), u glikozidno
vezanom obliku se pored flavona kao aglikoni javljaju i flavanon eriodiktiol (eriodictyol; 34 i
35) i flavonol kvercetin (36-39) (Bucar et al., 1995; Shelukhina et al., 2010). Se¢erni deo u
ovim flavonoidnim glikozidima je strukturno veoma razli¢it i obuhvata monosaharide
glukozu (21, 25, 34 i1 36) i galaktozu (38), glukuronsku kiselinu i njene estre (22 i 26-28),
deoksi Secer L-ramnozu (37), kao 1 neke disaharide (32, 33, 35 1 39) (slika 3.6) (Bucar et al.,
1995; Bucar i Karting, 1994; Hoerhammer et al., 1962; Kartnig i Bucar, 1995; Shelukhina et
al., 2011). UtvrCeno je da biljna vrsta L. europaeus na povriini svojih listova akumulira
flavone 29-31 i pretpostavlja se da ovi povrsinski flavonoidi mogu imati razlic¢ite funkcije
poput hemijske zastite od patogena i Stetnog UV zraCenja, ili u smanjenu transpiracije pri

adaptaciji biljne vrste na bezvodna staniSta (Tomas-Barberan 1 Wollenweber, 1990).
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SLIKA 3.6. FLAVONOIDI I FLAVONOIDNI GLIKOZIDI NADENI U VRSTI L. EUROPAEUS

Jedna od najces¢ih etnofarmakoloskih upotreba biljne vrste L. europaeus je u leCenju
blatih oblika hipertireoze (Tucakov, 1984). Pored antitireotropne, u viSe farmakoloskih
studija je dokazana i1 antigonadotropna aktivnost ekstrakta ove biljne vrste (Beer et al., 2008;

Vonhoff et al., 2006; Winterhoff, 1988). Ovi efekti slicni hormonima pripisuju se upravo
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polifenolnim jedinjenjima, i to prevashodno derivatima kafene (9) 1 ruzmarinske kiseline (15)
(Fecka i Cisowski, 1999). MeCuim, naCeno je da je aktivnost pojedinaénih fenolnih
jedinjenja znatno slabija u odnosu na sirovi ekstrakt (Wojciechowski et al., 1995), pa se
smatra da pravi aktivni principi nastaju bilo hemijskom ili enzimskom oksidacijom
polifenolnih jedinjenja tokom procesa ekstrakcije (Winterhoff, 1988). U jednom od prvih
radova koji se ticu ove problematike, Vagner 1 saradnici (Wagner et al., 1970) su objavili da
litosperminska kiselinu (17) iz ekstrakta listova vrste L. europaeus nije bioloski aktivna, ali
da, ukoliko se ona inkubira sa fenil-oksidazom iz listova ove biljne vrste, nastaje njen
oksidacioni proizvod koji ima antigonadotropnu aktivnost. Ova aktivost se povecavala u
prisustvu rutina (37) i hlorogenske kiseline (14). TakoCe pokazano je da kafena (9),
hlorogenska (14), ruzmarinska (15) i elaginska kiselina (18) nemaju antitireotropnu aktivnost,
ali da nakon procesa autooksidacije postaju aktivne (Auf'mkolk et al., 1985). Nat alost, zbog
veoma male koncentracije u ekstraktima, struktura pravih aktivnih principa jo§ uvek nije
odreCena. MeCutim, pokazano je da ciklolignani 40 i 41, koji nastaju in vitro oksidacijom
kafene kiseline (9) kalijum-permanganatom, poseduju izrazitu antigonadotropnu aktivnost
(Nahrstedt et al., 1990). Ovi ciklolignani nastaju i pri oksidaciji kafene kiseline veoma
aktivnom 1 selektivnom (prema o-difenolima) katehol-oksidazom koja je izolovana iz vrste L.
europaeus (Rompel et al., 1999a; 1999b). Pored ova dva, detektovano je jo§ Sest proizvoda,
od kojih je pet strukturno okarakterisano, a jedan predstavlja lakton dihidrodikafene kiseline
42, a preostala Cetiri su izomerni neolignani, tzv. kafeicini 43-46 (slika 3.7) (Rompel et al.,
1999b). Pored toga, ustanovljeno je da tokom hemijske oksidacije polifenola, mot e simultano
do¢i 1 do reakcije nastalog hinona sa nekim polifenolom pri ¢emu nastaju agregati tzv.
kvinhidroni (quinhydrones) koji, takoCe imaju jako antigonadotropno dejstvo, a posebno
aktivnim su se pokazali agregati hinona ruzmarinske kiseline sa kafenom kiselinom ili

kateholom (Gumbinger et al., 1990).
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SLIKA 3.7. PROIZVODI ENZIMSKE I HEMIJSKE OKSIDACIJE KAFENE KISELINE (9)

Ispitana je i antigonadotropna aktivnost tri flavonoidna glikozida koja su izolovana iz
ove biljne vrste: apigenin-7-glukozida (21), luteolin-7-glukozida (25) i luteolin-7-glukuronida
(26), i naCeno je da je jedino aktivan pomenuti glukuronid 26. Kako je pokazano da su svi
glikozidi priblitno jednako podlotni oksidaciji nameée se zakljucak da uoCena aktivnost
zavisi od strukture Secernog dela (Gumbinger et al., 1992). U prilog ovoj tvrdnji ide i
¢injenica da apigenin (20), luteonin (23) i njihovi 7-glukozidi, 21 1 25, kao 1 proizvodi

autooksidacije ovih jedinjenja nemaju antitireotropno dejstvo (Auf'mkolk et al., 1985).

3.2.2. DITERPENI

Prvi diterpen, iz nadzemnog dela biljne vrste L. europaeus, izolovli su 1 strukturno
okarakterisali kao metil-1a-hidroksi-7a,14p-diacetoksi-8,15-pimaradien-18-oat (47) naucnici
iz naSe zemlje (Jeremi¢ et al., 1985). Ista istragivacka grupa je izolovala jo§ jedan, ali
tetraoksigenovani, metil estar 8,15-pimaradienske kiseline 48 (Milosavljevi¢ et al., 1986).
MeCutim, narednih nekoliko istrativanja pokazalo je da ova biljna vrsta u svom nadzemnom
delu akumulira diterpene izopimaranskog skeleta sa razli¢itim polof ajem, stepenom i vrstom
oksigenacije na prstenovima A i C (49-60) (slika 3.8) (Gibbons et al., 2003; Hussein et al.,
1999; Hussein 1 Rodriguez, 2000). Ova razlika bi se mogla objasniti postojanjem dva razliCita
hemotipa vrste L. europaeus, od kojih jedan raste u Srbiji, a drugi u Spaniji i Velikoj
Britaniji. MeCutim, Husein i saradnici (Hussein et al., 1999) su izolovali diterpen 50 &iji su
'H- i “C- NMR spektralni podaci bili potpuno identi¢ni sa prethodno objavljenim za

pimaranski diterpen 47 (Jeremi¢ et al., 1985), ali je na osnovu kristalografske analize
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(difrakcijom X-zraka na monokristalima) utvrCeno da jedinjenje 50 nema pimaranski veé
izopimaranski skelet (Hussein et al., 1999). Pored cikli¢nh diterpena, izolovana su jos§ dva
acikli¢na diterpena 61 1 62 koji se smatraju prekursorima u biosintezi terpena izopimaranskog
skeleta (Gibbons et al., 2003; Hussein i Rodriguez, 2000).

Iako je do sada izolovano petnaestak diterpena, u samo jednom istrat ivanju je ispitana
njihova bioloska aktivnost i tom prilikom je ustanovljeno da jedinjenja 51-54, 61 i 62 (slika
3.8), pri koncentraciji od 512 pg/ml, nisu aktivna prema multirezistetnim sojevima bakterije
Staphylococcus aureus: 1S-58 (TetK-rezistentan prema tetraciklinu), RN4220 (MsrA-
rezistentan prema eritromicinu) i SA-1199B (NorA- rezistentan prema norfloksacinu).
MeCutim, njihova primena u dozi od 10 pg/ml u kombinaciji sa tetraciklinom ili
eritromicinom je snitavala dva puta minimalnu inhibitornu koncentraciju (MIC) ovih
antibiotika, odnosno, smanjivala rezistenciju odgovarajuc¢ih sojeva S. aureus (Gibbons et al.,

2003).

SLIKA 3.8. STRUKTURE DITERPENA IZOLOVANIH IZ BILINE VRSTE L. EUROPAEUS
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3.2.3. SASTOJCI ETARSKOG ULJA

Sastav etarskog ulja biljne vrste L. europaeus je bio predmet dva istrativanja u okviru
kojih je identifikovano ukupno 20 sastojaka (slika 3.9). Saripov i saradnici (Sharipov et al.,
1969) su odredili samo kvalitativni sastav ulja, a svih 13 jedinjenja koje su identifikovali
pripadala su monoterpenima, od kojih je pet bilo aciklicnih (linalool (65), linalil-acetat (66),
geraniol (67), geranil-acetat (68) i nerol (68)), Cetiri sa p-mentanskim (limonen (70), y-
terpinen (71), a-terpinolen (72) i p-cimen (73)) i Cetiri sa biciklicnim skeletom (a-pinen (74),
kamfen (75), kamfor (76) i bornil-acetat (77)). Dvadesetak godina kasnije Lorens (Lawrence,
1989) je izvrsio i kvalitativnu i kvantitativnu analizu ulja i identifikovao 10 sastojaka, meCu
kojima su (i po broju 1 po sadrfaju) dominirali seskviterpeni (tabela 3.2). Glavni sastojci su
bili (E)-B-kariofilen (82), sa sadrtajem od 24,9%, i (E)-B-farnezen (70), sa sadrtajem od
17,0%. Od monoterpena detektovani su samo linalool (65) i limonen (70), i ovo su jedina dva

sastojka koja su naCena prilikom obe analize.

TABELA 3.2. HEMIJSKI SASTAV ETARSKOG ULJA BILINE VRSTE L. EUROPAEUS (LAWRENCE, 1989)

NAZIVJEDINJENJA  OZNAKA SADRTAJ[%] KLASA
3-Oktanol 63 1,6 MMK
1-Okten-3-ol 64 1,0 MMK
Linalool 65 1,0 M
Limonen 70 2,0 M
(E)-B-Farnezen 78 17,0 S
Germakren D 79 4.5 S
6-Kadinen 80 2,0 S
o-Humulen 81 2,6 S
(E)-p-Kariofilen 82 24.9 S
Kariofilen-oksid 83 3,2 S

UKUPNO 59,8 (10)
JEDINJENJA IZVEDENA IZ METABOLIZMA MASNIH KISELINA (MMK) 2,6 (2)

MONOTERPENI (M) 3(2)

SESKVITERPENI (S) 54,2 (6)
PRINOS ULJA <0,01%
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SLIKA 3.9. STRUKTURE SASTOJAKA ETARSKOG ULJA BILINE VRSTE L. EUROPAEUS

3.2.4. JEDINJENJA IZVEDENA IZ METABOLIZMA MASNIH KISELINA

Kvalitativni 1 kvantitativni sastav alkana vrste L. europaeus, koji su deo voskova na
povrsini listova, odreCen je u okviru istrativanja hemotaksonomskog znacaja sastava ovih
sekundarnih metabolita kod predstavnika familije Lamiaceae (Maffei, 1994). Tom prilikom
su detektovani alkani normalnog niza (n-alkani) od C,s do Css meCu kojima su n-alkani sa
neparnim brojem bili zastupljeniji od n-alkana sa parnim brojem C-atoma u ugljovodoni¢énom
nizu. Takson L. europaeus pripada grupi vrsta koja u najvecoj meri biosintetiSu hentriakontan
(n-Cs;). Pored n-alkana naCeni su i predstavnici raévastih alkana: 2-metilalkani (tzv. izo-
alkani) 1 3-metilalkani (tzv. anteizo-alkani) (tabela 3.3).

Ispitivanje sadrtaja vezanih masnih kiselina u plodovima ove biljne vrste pokazalo je
da su najzastupljenije uobiCajene masne kiseline: palmitinska, stearinska, oleinska, linolna 1
linolenska (Lotti i Vincenzo, 1969), a za poslednje dve je naCeno da ih ima najvise i u

dijasporama (Kozlowski et al., 1998).
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3.3. SEKUNDARNI METABOLITI BILJNE VRSTE LYCOPUS EXALTATUS L.F.

Za razliku od vrste L. europaeus, vrsta L. exaltatus je bila predmet svega nekoliko
objavljenih  hemijskih istragivanja, prevashodno u okviru nekih vecih studija
hemotaksonomskog znacaja pojedinih klasa sekundarnih metabolita u okviru familije
Lamiaceae. U ve¢ pomenutom istrativanju u kome je odreCen sastav povrsinskih alkana
listova vrste L. europaeus, odreCen je i sastav alkana vrste L. exaltatus (tabela 3.3), a koji je
veoma slican onome opisanom za alkane vrste L. europaeus (Maffei, 1994). Ista istrativacka
grupa je, takoCe odredila sastav i ukupan sadrt aj slobodnih i vezanih masnih kiselina listova
1 cvetova veceg broja vrsta iz familije Lamiaceae i razmatrala hemotaksonomski znacaj
dobijenih rezultata (Maffei i Scannerini, 1993). U listu i cvetu vrste L. exaltatus naCene su
samo uobicajene zasi¢ene (sa parnim brojem C-atoma, Cg—Cy) 1 nezasi¢ene masne kiseline
(palmitooleinska, oleinska, linolna i linoleinska kiselina). Ukupni sadrtaj masnih kiselina je
bio veéi u cvetovima nego u listovima, a u oba ova biljna organa bile su zastupljenije
nezasi¢ene od zasi¢enih kiselina, meCu kojima je najzastupljenija bila linoleinska kiselina
(Maffei i Scannerini, 1993). Sli€an sastav i sadrt aj vezanih masnih kiselina, sa linoleinskom
kiselinom kao najdominantnijom, naCen je i u semenu ove biljne vrste tokom ispitivanja
njihovog hemotaksonomskog zna€aja na nivou podfamilija u okviru familije Lamiaceae
(Marin et al., 1991). Nedavno istrativanje je pokazalo da je i ova vrsta, poput vrste L.
europaeus, bogat izvor polifenolnih jedinjenja, 1 da bi se stoga i ona eventulno mogla koristiti
u lecenju hipertireoze. Izolovano je osam polifenolnih jedinjenja (protokatehualdehid (6),
kafena kiselina (9), apeginin (19) i luteolin (23), kao i glukuronidi ova dva flavona 22 i 26-
28, a sva su prethodno naCena i kod vrste L. europaeus (Savina et al., 2013). Ispitan je i
hemotaksonomski znacaj pojedinih polifenolnih jedinjenja u okviru familije Lamiaceae. U
istra ivanju koje je obuhvatilo ¢ak 355 vrsta iz 8 podfamilija iz familije Lamiaceae, uoceno je
da ruzmarinska kiselina (15) predstavlja hemotaksonomski marker na nivou podfamilije
Nepetoideae, kojoj pripadaju 1 vrste L. europaeus 1 L. exaltatus, dok su 3,4-
dihidroksifeniletanoidni glikozidi (akteozid (84) 1 6-hidroksiakteozid (85), slika 3.10)
karakteristiéni za podfamiliju Lamioideae. Prisustvo ili odsustvo upravo pomenutih
polifenolnih jedinjenja kod vrsta familije Lamiaceae korelira i sa morfologijom polena
(Pedersen, 2000). Naime, ruzmarinska kiselina je naCena kod svih vrsta koje imaju

heksakolpatna polenova zrna, dok nije naCena u vrstama sa trikolpatnim polenovim zrnima za
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koje su karakteristini 3,4-dihidroksifeniletanoidni glikozidi. Pored ruzmarinske kiseline (15)
naCena su jo§ dva hemotaksonomska markera za podfamiliju Nepetoideae, nepetoidini A i B
(86 1 87, slika 3.10), dva bioloski aktivna estra kafene kiseline, koja se nalaze na povrSini
listova pripadnika ove podfamilije. Ova dva estra detektovana su kod vise od 95% ispitivanih
vrsta podfamilije Nepetoideae (meCu kojima je i vrsta L. exaltatus), a nisu naCeni ni kod
jednog predstavnika ostalih podfamilija u okviru Lamiaceae, kao ni kod predstavnika srodnih
familija (poput Scrophulariaceae, Verbenaceae, itd.). Imajué¢i ovo u vidu, zajedno sa
¢injenicom da se drugi znacajni hemotaksonomski karakteri (poput koli¢ine etarskog ulja ili
prisustva ruzmarinske kiseline (15)) mogu na¢i 1 kod vrsta koje pripadaju ostalim
podfamilijama, jedinjenja 86 i 87 motda predstavljaju 1 najvatnije hemotaksonomske
markere po kojima se podfamilija Nepetoideae razlikuje od podfamilije Lamioideae.
Prisustvo ovog para estara kafene kiseline je jo$ jedan dokaz koji podrt ava stanoviste da vrste
iz podfamilije Nepetoideae Cine specijalizovanu 1 monofiletsku grupu unutar familije

Lamiaceae (Grayer et al., 2003).

TABELA 3.3. UKUPNI SADRTAJ I PROCENTNI SASTAV ALKANA SA POVRSINE LISTOVA BILJNIH VRSTA L.

EUROPAEUS 1 L. EXALTATUS

BILINA VRSTA

L. EUROPAEUS L. EXALTATUS
Ukupan sadrZaj [mg/g]: 0,38 0,28
SADRZAJ [%]
N-Cys 0,1 0,1
n-Csy 0,1 0,1
n-C,; 1,0 2,1
n-Cyg 0,9 1,4
i20-Cy 1,3 2,0
n-Cyy 14,5 13,6
i20-Cs - 0,2
n-Csy 4,1 4,0
anteizo-Cy, 1,4 0,8
n-Cj 46,0 33,5
i20-Cjy, 0,4 1,9
n-Cs,; 6,2 6,9
iz0-Cs3 1,4 1,2
n-Cs; 19,0 25,1
anteizo-Csy 0,4 2,6
n-Csy 0,7 1,4
n-Css 0,2 0,9
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SLIKA 3.10. NEKA OD HEMOTAKSONOMSKI VATNIH JEDINJENJA PODFAMILIJA LAMIOIDEAE I NEPETOIDEAE

Lawrence (1989) je u okviru svog ispitivanja sastava etarskog ulja predstavnika 37
rodova familije Lamiaceae, pored ve¢ pomenutog sastava ulja vrste L. europaeus, odredio i
sastav etarskih ulja jos 4 vrste ovog roda, meCukojima je i L. exaltatus. lako su u ovom ulju
seskviterpeni i po broju 1 koli¢inski bili nesto zastupljeniji od monoterpena, glavni sastojak je
bio biciklicni monoterpen a-pinen (74; 16,6%, tabela 3.4, slika 3.11), koji u svojoj strukturi
sadrti [3.1.1] premosc¢eni sistem. Ukupni sadrf aj monoterpena je bio znatno veci kod vrste L.
exaltatus nego kod vrste L. europaeus, a zanimljivo je da monoterpeni pinanskog skeleta, o-
pinen (74) 1 B-pinen (89), uopste nisu detektovani u ulju vrste L. europaeus (Lawrence,
1989). MeCutim, Saripov i saradnici (Sharipov et al., 1969) su detektovali a-pinen (74) kao
sastojak ulja vrste L. europaeus. Za razliku od etarskog ulja vrste L. europaeus gde je
seskviterpen (E)-B-kariofilen (82) bio glavni sastojak (24,9%), u ulju vrste L. exaltatus
sadrtaj ovog jedinjenja je bio znatno niti (7,0%), a meCu seskviterpenima su dominirala

jedinjenja eudezmanskog skeleta 94-97.

SLIKA 3.11. NEKI OD SASTOJAKA ETARSKOG ULJA BILINE VRSTE L. EXALTATUS’

¥ Na slici je data moguéa struktura jedinjenja 97, odnosno pretpostavljeno je da je reé o epimeru o-selinena (94).
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Zanimljivo je da vrste roda Lycopus, iako pripadaju podfamiliji Nepetoideae 1 imaju
heksakolpatna polenova zrna, odlikuje nizak sadrtaj etarskog wulja, Sto se smatra
karakteristikom vrsta podfamilije Lamioideae, odnosno vrsta sa trikolpatnim polenovim
zrnima. Generalno, smatra se da etarskim uljem bogate vrste familije Lamiaceae karakterise
visok sadrtaj monoterpena 1 nizak sadrtaj seskviterpena, dok uljem siromaSne vrste imaju
obrnut odnos koli¢ina ove dve klase sekundarnih metabolita i, skoro neizostavno, germakren

D (79) kao jedan od glavnih sastojaka (Lawrence, 1989).

TABELA 3.4. HEMIJSKI SASTAV ETARSKOG ULJA BILINE VRSTE L. EXALTATUS (LAWRENCE, 1989)

NAZIV JEDINJENJA OZNAKA SAE;;AJ KLASA
0
3-Oktanol’ 63 0,4 MMK
Limonen 70 0,7 M
y-Terpinen 71 1,4 M
B-Felandren 88 0,6 M
p-Cimen 73 0,5 M
a-Pinen 74 16,6 M
B-Pinen 89 12,5 M
Sabinen 90 1,5 M
B-Mircen 91 14,5 M
B-Elemen 92 2,0 S
y-Murolen 93 0,6 S
a-Selinen 94 15,5 S
B-Selinen 95 0,5 S
Selina-4,11-dien 96 6,6 S
Selinadien” 97 16,4 S
Germakren D 79 1,8 S
(E)-B-Kariofilen 82 7,0 S
Kariofilen-oksid 83 0,2 S

UKUPNO 99,3 (18)

JEDINJENJA IZVEDENA 1Z METABOLIZMA MASNIH KISELINA (MMK) 0,4 (1)

MONOTERPENI (M) 48,3 (8)
SESKVITERPENI (S) 50,6 (9)
PRINOS ULJA 0,02%

" Podvuceni sastojci su naCeni i u etarskom ulju biljne vrste L. europaeus;

“Nije odreCen ta¢an polota j dvogubih veza u ovom jedinjenju.
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3.4. SISTEMATIKA RODA INULA

Inula L. je rod familije Asteraceae (glavolike) koji obuhvata stotinak vrsta
rasprostranjenih u umerenim 1 toplijim predelima Evrope, Azije 1 Afrike, a posebno dut obale
Mediterana (Zhao et al., 2006). Ovaj rod obuhvata viSegodisnje zeljaste biljke koje uglavnom
naseljavaju vlatna staniSta, poput vlagnih livada i obala Sumskih potoka. Osnovne
morfoloske karakteristike ovog roda su:

¢ pojedinaéne glavice ili u gronjastim ili metli¢astim cvastima koje su najcesce velike,
heterogomne, sa mnogo cvetova i sa poluloptastim involukrumom,;

¢ listi¢i involukruma su poreCani gusto kao crepovi na krovu, u mnogo redova, a spoljni
su cesto slicéni listovima;

¢ cvetna lota je ravna i gola, srediSnji cvetovi (cvetovi diska) su hermafroditni, sa
cevasto levkastim krunicama i sa 5 zubaca, dok su obodni cvetovi {enski, jeziCasti, na
vrhu sa 3-5 zubaca, tuti i u jednom redu;

¢ papus je sadinjen od éekinjastih, skoro jednakih dlacica, rasporeCenih u jednom ili dva
reda;

¢ ahenija je gola ili sa dlakama, okruglasta ili sa 4-5 ivica (Josifovi¢, 1974).

U tabeli 3.5 je prikazano filogenetsko stablo roda Inula.

TABELA 3.5. FILOGENETSKO STABLO§ RODA INULA

TAKSONOMSKE KATEGORIJE TAKSONI

Regnum — Carstvo Plantae
Subregnum — Podcarstvo Viridaeplantae
Phylum — Odeljak Tracheophyta
Subphylum — Pododeljak Euphyllophytina
Classis — Klasa Spermatopsida
Subclassis — Podklasa Magnoliidae
Ordo — Red Asterales
Familia — Familija Compositae (Asteraceae)
Subfamilia — Podfamilija Asteroideae
Tribus — Pleme Inuleae
Genus — Rod Inula

$Systema Naturae 2000 (http:/sn2000.taxonomy.nl/).
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U Srbiji je ovaj rod zastupljen sa jedanaest vrsta meCukojima je najrasprostranjenija

vrsta Inula helenium L., u narodu poznata kao oman ili beli oman (Josifovi¢, 1974; slika

3.12).

SLIKA 3.12. [ZGLED (CVETA, LISTA I KORENA) BILINE VRSTE I. HELENIUM

3.5. SEKUNDARNI METABOLITI BILJNE VRSTE INULA HELENIUM L.

Biljna vrsta 1. helenium od davnina ima reputaciju izuzetno lekovite vrste sa veoma
raznovrsnom entnofarmakoloskom upotrebom. Caj pripremljen od korena ove biljne vrste se
Sirom Evrope, pa i u naSoj zemlji, tradicionalno upotrebljava kao ekspektorant u tretmanu
respiratornih problema (poput astme, bronhitisa 1 velikog kaslja), zatim kao stomahik,
sredstvo protiv nadimanja kod poremecaja u varenju (poput hroni¢nog enterogastritisa) i kao
diuretik kod urinarnih infekcija. TakoCe smatra se da ima blagotvorno dejstvo i kod nekih
kotnih bolesti (poput suvog lisaja i svraba), reumatizma i ureCenja menstrualnog ciklusa

(Canadanovié-Brunet et al., 2002; Huo et al., 2008b; Tucakov, 1984; Zhao et al., 2006).
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Pored gore navedenog, u Kini i Severnoj Americi preparati na bazi korena ove biljne vrste
koriS¢eni su i u lecenju tuberkuloze (Konishi et al., 2002).

Intenzivna istrativanja hemijskog sastava i farmakoloske aktivnosti ekstrakata i
etarskog ulja korena ove biljne vrste pocela su jo§ 60-tih godina proslog veka. Rezultati ovih
istragivanja su u znac¢ajnoj meri potvrdili, odnosno opravdali Siroku upotrebu ove biljne vrste
u narodnoj medicini. Naime, naCeno je da i etarsko ulje i ekstrakti korena pokazuju §iroki
spektar in vitro antimikrobne aktivnosti (Deriu et al., 2008; Stojanovi¢-Radi¢ et al., 2012), a
potvrCeno je i da su heksanski, dihlormetanski i metanolni ekstrakti izuzetno aktivni prema
bakteriji Mycobacterium tuberculosis, uzroéniku tuberkuloze (Cantrell et al., 1998). Pored
toga, utvrCeno je da ekstrakti korena ove biljne vrste poseduju i dobra antiinflamatorna (Park
et al., 2013), antitumorska (Dorn et al., 2006; Spiridonov et al., 2005) i antioksidantna
svojstva (Canadanovi¢-Brunet et al., 2002; Spiridon et al., 2011). Navedene farmakoloske
aktivnosti su dovedene u vezu sa visokim sadrtajem seskviterpenskih laktona, pre svega
alantolaktona  (98), dihidroalantolaktona (102), izoalantolaktona  (109) 1
dihidroizoalantolaktona (111) (Canadanovié-Brunet et al., 2002). Pored seskviterpenskih
laktona, za koren ove biljne vrste karakteristiCan je i visok sadrt aj inulina (preko 40%; Bell i
Palmer, 1952), a izolovan je ili detektovan i znaajan broj polifenolnih jedinjenja
(Kolesnikov i1 Gins, 2001; Kowalewska 1 Lutomski, 1978; Nan et al., 2011; Spiridon et al.,
2011; Wojdyto et al., 2007).

3.5.1. SESKVITERPENSKI LAKTONI

Do sada je iz korena i nadzemnog dela biljne vrste 1. helenium izolovano 1 spektralno
okarakterisano preko 50 seskviterpenskih laktona. Najbrojniji su seskviterpenski laktoni
eudezmanskog skeleta (slika 3.13) 1 to derivati alantolaktona (100, 101 1 107),
dihidroalantolaktona (103-106), izoalantolaktona (110 1 114), dihidroizoalantolaktona (112 1
113) i1 diplofilina (116-118) sa razli¢itim polotajem, stepenom i vrstom oksigenacije
(Bohlmann et al., 1978; Cantrell et al., 2010; Cantrell et al., 1999; Jiang et al., 2011; Konishi
etal., 2002; Li et al., 2012; Ma et al., 2008; Vajs et al., 1989; Yan et al., 2012, 2010; Zaima et
al., 2014; Zhao et al., 2010b). TakoCe izolovan je i dimer alantolaktona tzv. bialantolakton
(108) (Jiang et al., 2011), nekoliko njegovih nor 125-127 (Huo et al., 2008a; Jiang et al.,
2011) i jedan seco derivat 128 (Jiang et al., 2011), kao i adukt izoalantolaktona sa L-prolinom

115 koji je nazvan izoheleprolin (Zaima et al., 2014). Kod svih do sada pobrojanih jedinjenja
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y-laktonski prsten je formiran izmeCuC atoma u polot ajima 8 i 12 na eudezmanskom skeletu
(C(8)-0O—C(12) = O serija) i, izuzev kod jedinjenja 108, 120 i 121, estarska C(8)-O veza ima
B-konfiguraciju. MeCutim, naCena su i tri derivata (tzv. ciklokostunolidi) 122-124 kod kojih
je y-laktonski formiran izmeCu C atoma u polotajima 6 i 12 na eudezmanskom skeletu pri

¢emu je konfiguracija C(6)-O veze a (Li et al., 2012; Ma et al., 2008).

SLIKA 3.13. SESKVITERPENSKI LAKTONI EUDEZMANSKOG SKELETA I SRODNA JEDINJENJA IZOLOVANI IZ KORENA (K) I

NADZEMNOG DELA (ND) BILINE VRSTE [. HELENIUM

Pored seskviterpenskih laktona eudezmanskog skeleta, izolovan je i znaajan broj
onih sa germakranskim skeletom (129-144; slika 3.14) (Bohlmann et al., 1978; Chen et al.,
2007; Huo et al., 2008; Jiang et al., 2011; Konishi et al., 2002; Li et al., 2012; Ma et al., 2008;
Vajs et al., 1989). I u ovom slu¢aju se na osnovu polotaja y-laktonskog prstena mogu

razlikovati dve serije: C(8)-O—C(12) =0 1 C(6)-O—C(12) = O (derivati kostunolida). U prvoj
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seriji su naCena jedinjenja i sa o i sa p konfiguracijom C(8)-O veze, dok je kod predstavnika
druge serije konfiguracija C(8)-O veze isklju¢ivo a. Biosintetski gledano kod ove vrste
seskviterpenskih laktona oksigenacija se uvodi epoksidacijom neke od dvogubih veza i/ili
hidroksilacijom u odreCenom alilnom polotaju, a uvedena OH grupa se najéesée dalje

esterifikuje masnim kiselinama kratkog lanca.

SLIKA 3.14. SESKVITERPENSKI LAKTONI GERMAKRANSKOG SKELETA IZOLOVANI IZ KORENA (K) I NADZEMNOG DELA (ND)

BILINE VRSTE I. HELENIUM

Od seskviterpenskih laktona drugih skeleta izolovana su Cetiri gvajanolida 145-148
(Bohlmann et al., 1978; Ma et al., 2008; Vajs et al., 1989; Zhao et al., 2010b), po jedan seco-
149 (Jiang et al., 2011) i pseudo-gvajanolid 150 (Bohlmann et al., 1978; slika 3.15), zatim po
jedan elemanolid 151 (Konishi et al., 2002; Yan et al., 2010;), eremofilanolid 152 (Yan et al.,
2010) 1 seskvikaranolid 153 (Bohlmann et al., 1978; Vajs et al., 1989), kao i dva ksantanolida
154 1 155 (Bohlmann et al., 1978; slika 3.16).
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SLIKA 3.15. SESKVITERPENSKI LAKTONI GVAJANSKOG SKELETA I SRODNA JEDINJENJA IZOLOVANI 1Z KORENA (K) 1

NADZEMNOG DELA (ND) BILINE VRSTE [. HELENIUM

SLIKA 3.16. SESKVITERPENSKI LAKTONI DRUGIH SKELETA IZOLOVANI IZ KORENA (K) I NADZEMNOG DELA (ND) BILINE

VRSTE I. HELENIUM

Seskviterpenski laktoni predstavljaju veliku i izuzetno vatnu grupu bioloski aktivnih
prirodnih proizvoda. Iako mogu imati veoma raznovrsnu strukturu zajednicki fragment im je
y-laktonski prsten koji u a-polotaju najéesce ima egzo-metilensku grupu. Smatra se da je
upravo o,fB-nezasi¢eni karbonilni sistem odgovoran za bioloSku aktivnost ove grupe
jedinjenja jer predstavlja dobar Michael-ov akceptor koji lako mote reagovati sa razli¢itim
(prirodnim) nukleofilima (Chaturvedi, 2011). Za seskviterpenske laktone izolovane iz biljne
vrste 1. helenium utvrCeno je da poseduju dobra antimikrobna (Cantrell et al., 1999; Qiu et al.,
2011; Stojanovi¢-Radi¢ et al., 2012), antiviralna (Hwang et al., 2006), antialgalna (Cantrell et
al., 2007) 1 antitumorska svojstva (Konishi et al., 2002; Li et al., 2012; Wei et al., 2013; Wu
et al., 2013), kao 1 da pokazuju larvicidno dejstvo prema viSe vrsti komaraca (Cantrell et al.,
2010; Konishi et al., 2008). Stoga se etnofarmakoloSka upoteba biljne vrste I helenium
povezuje sa visokim sadrt ajem (posebno u korenu) ove grupe prirodnih proizvoda.

Iako je naCeno da ekstrakti i etarsko ulje ove biljne vrste pokazuju Sirok spektar in
vitro antimikrobne aktivnosti (Deriu et al., 2008), njihovo dejstvo, a i dejstvo njihovih
glavnih sastojaka — seskviterpenskih laktona, posebno je izrateno prema sojevima Gram-
pozitivne bakterije Staphylococcus aureus (Stojanovi¢-Radi¢ et al., 2012) ukljucujuéi i neke
multirezistentne sojeve (O'Shea et al., 2009). U nedavnom istrat ivanju je utvrCeno da etarsko
ulje korena I. helenium ispoljava baktericidno dejstvo prema soju S. aureus ATCC 6538

putem oStecenja celijske membrane, a hromatografsko frakcionisanje ulja je omogucilo
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identifikaciju alantolaktona (98), izoalantolaktona (109) i1 diplofilina (111) kao aktivnih
sastojaka, pri ¢emu se smatra da je diplofilin najaktivniji jer je hromatografska frakcija
najbogatija diplofilinom bila ujedno i najaktivnija (Stojanovi¢-Radi¢ et al., 2012; MIC = 0,2
pug/ml). U cilju lociranja farmakofore u ovim seskviterpenskim laktonima odgovorne za
antistafilokokalnu aktivnost, etarsko ulje je, takoCe podvrgnuto dvema hemijskim
modifikacijama, katalitickoj hidrogenizaciji (u cilju redukcije dvogubih veza) i redukciji
natrijum-bor-hidridom (u cilju selektivog =zasi¢enja dvogube veze konjugovane sa
karbonilnom grupom), i daljem frakcionisanju dobijenih proizvoda. Kako su frakcije dobijene
modifikacijom ulja i dalje pokazivale izuzetno dobru aktivnost, iako njihovi glavni sastojci
(poput dihidroalantolaktona (102), dihidroizoalantolaktona (111), dihidrodiplofilina i
izomernih eudesmen-8,12-diola) nisu vise posedovali metilidensku grupu u a-polot aju na y-
laktonskom prstenu, zakljuceno je da za aktivnost ovih seskviterpenskih laktona nije
odgovoran iskljuéivo pomenuti a,-nezasi¢eni karbonilni sistem (Stojanovi¢-Radi¢ et al.,
2012). Konformaciona analiza najaktivnih sastojaka je pokazala da alantolakton (98) i1
izoalantolakton (109) pretet no zauzimaju tzv. ,,U” — konformaciju (,,zatvorene geometrije”) u
kojoj je a,B-nezasi¢eni karbonilni sistem sterno zaklonjen aksijalnom metil grupom u
polotaju 14, dok su cikloheksanski i y-laktonski prsten u diplofilinu (111) meCusobno tako
orijjentisani da zauzimaju tzv. ,,S” — konformaciju (,,otvorene geometrije”) u kojoj
konjugovani sistem nije sterno zaklonjen (slike 3.17 1 3.18). Ove razlike u energetski
najpovoljnijim konformacijama pomenutih laktona, tj. u sternoj zaklonjenosti karbonilne
grupe, sigurno uti¢u i na nacin i jacinu njihove interakcije sa biomolekulima, pa se na ovaj
nacin, makar delimiéno, mote objasniti jaca antistafilokokalna aktivnost diplofilina (111) u
odnosu na alantolakton (98) 1 izoalantolakton (109) (Blagojevi¢ 1 Radulovi¢, 2012).
Interesantno je da su uporedo sa ovim istrat ivanjima Kui 1 saradnici (Qui et al., 2011) utvrdili
da izoalantolakton (109) ne pokazuje in vitro antistafilokokalnu aktivnost, odnosno da ne
inhibira rast viSe sojeva bakterije S. aureus (ATCC 29213, ATCC 10832, BAA-1717, 8325-4
1 DU 1090) ni pri koncentraciji od 1024 ug/ml, ali i da istovremeno smanjuje in vitro
produkciju faktora virulencije (a-toksina™) ovih sojeva pri veoma niskim koncentracijama

(1-8 pg/ml), kao i da se u njegovom prisustvu smanjuju i oStecenja koja a-toksin izaziva na

** a-Toksin je protein koji produkuju neke vrste soja S. aureus i koji odtecuje éelijsku membranu tako §to formira pore u njoj
i dovodi do lize ¢elije. Ovaj toksin pokazuje citotoksi¢nu, hemolitiCku i dermonekroticnu aktivnost prema viSe vrsta celija

sisara ukljucujudi eritrocite, monocite, limfocite i entotelijalne ¢elije (Qui et al., 2011).
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ljudskim A549 alveolarnim epitelnim celijama. Inace, smatra se da je a-toksin jedan od
glavnih ¢inioca odgovornih za nastanak pneumonije kod infekcija bakterijom S. aureus, jer
dovodi do ostecenja delija pluca. TakoCe, u in vivo eksperimentu naCeno je da
izoalantolakton u dozi od 50 mg/kg spreCava nastanak pneumonije kod miseva inficiranih
bakterijom S. aureus (Qui et., 2011). Zanimljivo je da su Kantrel i saradnici (Cantrell et al.,
1999) u istrativanju u kom su testirali jedanaest prirodnih i semisintetickih eudezmanolida, u
in vitro uslovima, na bakteriju M. tuberculosis nasli da je y-laktonski prsten koji u a-polot aju
ima metilensku grupu neophodni strukturni fragment za aktivnost prema ovoj bakteriji.
Naime, i alantolakton (98) 1 izoalantolakton (109) su bili aktivni pri koncentraciji (MIC) od
32 pg/ml, dok 11a,13-dihidroderivat izoalantolaktona (111) nije inhibirao rast ove bakterije
ni pri koncentraciji od 128 pg/ml. Kako su od svih testiranih eudezmanolida najaktivniji bili
Sa,6a-epoksialantolakton (107) (MIC = 8 pg/ml) 1 encelin (3-okso-1(2),4(15),12-
eudesmatrien-8f,12-olid; MIC = 16 pg/ml ) zakljuceno je da prisustvo dodatnog elektrofilnog
centra poput epoksida ili enona (osim pomenutog laktonskog prstena), a koje istovremeno ne
dovodi do velikog smanjenja lipofilnosti molekula, mote znacajno povecati aktivnost
seskviterpenskih laktona eudezmanskog skeleta prema bakteriji M. tuberculosis (Cantrell et
al., 1999). Sliéni rezultati vezani za odnos strukture i aktivnosti dobijeni su i kod testiranja

serije prirodnih i semisintetickih germakranolida (Fischer et al., 1998).

SLIKA 3.17. ODABRANE DOMINANTNE KONFORMACIJE ALANTOLAKTONA (1A-C), IZOALANTOLAKTONA (2A 12B) I

DIPLOFILINA (3A-C; BLAGOJEVIC 1 RADULOVIC, 2012)
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SLIKA 3.18. SUPERPONIRANE NAJSTABILNIJE KONFORMACIJE ALANTOLAKTONA (TIRKIZNO PLAVA STRUKTURA),

IZOALANTOLAKTONA (PLAVA STRUKTURA) I DIPLOFILINA (BELA STRUKTURA)

Nakon pionirskog istrativanja Konisija i saradnika (Konishi et al., 2002), tokom kog
je naCeno da metanolni ekstrakt korena /. helenium i seskviterpenski laktoni izolovani iz
njega, pokazuju znaCajnu antiproliferativnu aktivnost prema tri linije ¢elija raka - ljudskog
karcinoma teluca (MK-1) i materice (HeLa), 1 miSijeg melanoma (B16F10) - usledio je niz
dodatnih istrativanja u kojima je ispitivana citotoksicna aktivnost ekstrakata i njihovih
glavnih sastojaka (seskviterpenskih laktona) i na druge linije Celija raka, a donekle je
rasvetljen 1 mehanizam njihovog delovanja. Dorn 1 saradnici (Dorn et al., 2006) su utvrdili da
ekstrakti korena 1. helenium pokazuju izuzetnu selektivnost prema razliitim linijama celija
raka (karcinoma debelog creva HT-29, plu¢a MCF-7, pankreasa Capan-2 i tzv. astrocitom
G1) u odnosu na zdrave humane limfocite periferne krvi, dovode¢i do promena na ¢elijjama
raka slicnih nekrozi, pri ¢emu ne pokazuju mutagena svojstva u Ejmesovom (Ames) testu.
Sto se tice samog mehanizma delovanja, najveéi broj istrativanja se odnosio na delovanje
alantolaktona i izoalantolaktona (koji su obino i najzastupljeniji seskviterpenski laktoni u
ovoj vrsti), pri éemu je utvrCeno da oba jedinjenja indukuju apoptozu, preko mitohondrijskog
puta, kod razli€itih ¢elija raka krvi, mozga, debelog creva itd. (Khan et al., 2012; Wei et al.,
2013; Wu et al., 2013; Yang et al., 2013; Zhang et al., 2013; Zong et al., 2011), kao i da
inhibiraju enzime za detoksikaciju poput hinon-reduktaze i glutation-S-transferaze (Seo et al.,

2009, 2008).

3.5.2. (POLI)FENOLNA JEDINJENJA

Predmet veceg broja prethodnih istrativanja bio je sastav, sadrfaj i distribucija

(poli)fenolnih jedinjenja u razli¢itim organima biljne vrste I helenium. Rezultati ovih
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istrativanja su pokazali da su hidroksicimetne kiseline, kafena (9) i ferulinska (11), kao 1
konjugat kafene i hinske kiseline, hlorogenska kiselina (14), znatno zastupljeniji u korenu
nego u ostalim biljnim organima (listovi i cvetovi). TakoCe ekstrakti korena ove biljne vrste
su, u vise razlic¢itih testova (DPPH, ABTS, FRAP, itd.), pokazali umerena antioksidativna
svojstva, u poreCenju npr. sa ekstraktima nadzemnog dela biljnih vrsta Origanum vulgare L.,
Salvia officinalis L., Rosmarinus officinalis L. 1 Hypericum perforatum L., koja se pripisuju
upravo ovim fenolnim kiselinama, jer je utvrCena mala zastupljenost flavonoida i
flavonoidnih glikozida u korenu (Spiridon et al., 2011; Wojdyto et al., 2007). Za razliku od
korena, nadzemni deo biljke (j. listovi, cvetovi i polen) je znatno bogatiji flavonoidima i
flavonoidnim glikozidima. Od flavonoida su prisutni samo flavonol kvercetin (156) 1 njegovi
O-metilovani derivati 157 1 158 (slika 3.19; Kolesnikov i Gins, 2001; Kowalewska i
Lutomski, 1978; Nan et al., 2011). Pored kvercetina (159), kao aglikoni, javljaju se jo$ dva
flavonola patuletin™ i kempferol (160) i to glikozilovani u polotaju C-3 monosaharidima,

6" i 161) ili ramnozom (37 i 162), ili disaharidom rutinozom (a-L-

glukozom (3
ramnopiranozil-(1—6))-B-D-glukopiranoza) izgraCenim od pomenuta dva monosaharida (39 i
163). Do sada je od derivata benzoeve kiseline detektovana samo gentizinska kiselina (2) i to
slobodna samo u listovima, a u vezanom obliku pored listova i u cvetovima (Nan et al.,

2011).

SLIKA 3.19. NEKI OD FLAVONOIDA I FLAVONOIDNIH GLIKOZIDA KOJI SU NADENI U LISTU (L), CVETU (C) I/ILI POLENU (P)

BILINE VRSTE I. HELENIUM

T Nije odreCen $eéerni deo.
# Kvercetin-3-O-glikozid (36) je detektovan u listovima, cvetovima i polenu, dok je ramnozid 37 naCen u listovima i

cvetovima, a rutenozid 39 samo u listovima (Kolesnikov i Gins, 2001; Nan et al., 2011).
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Pored ve¢ pomenute hlorogenske kiseline (14) (kod koje je R* = kafeoil) detektovano
je jos nekoliko mono-estara hidroksicimetnih kiselina sa hinskom kiselinom (slika 3.20).
Osim konjugata 164 u kome je estarska veza formirana izmeCukafene kiseline i OH grupe u
polot aju 1 hinske kiseline (Jaiswal et al., 2011), kod svih ostalih konjugata esterifikovana je
OH grupa u polot aju 5 hinske kiseline ostacima (£)- ili (£)-kafene (165 1 166), (£)- ili (£)-p-
kumarne (167 i1 168) ili ferulinske kiseline (169) (Jaiswal et al., 2011; Olennikov 1
Tankhaeva, 2012; Wojdylo et al., 2007). TakoCe, naCena su i dva regioizomerna diestra
hinske i kafene kiseline 170 i 171 (Olennikov i Tankhaeva, 2012), kao 1 meSoviti kafeoil-
kumaroil estar 172 (Jaiswal et al., 2011). Pored navedenih estara sa hinskom kiselinom, u
ovoj biljnoj vrsti su prisutni i analogni mono- i di-estri kafene kiseline sa vinskom kiselinom
173 i1 174, kao i ehinakozid, glikozid kafene kiseline 175 (Olennikov i Tankhaeva, 2012). U
literaturi se navodi prisustvo jo$§ nekoliko polifenolnih jedinjenja (npr. kafeoil-glukoze,
kvercetin-a,b, 7-triglukozida®®, kvercetin-3-O-glukozil-galaktozida) &ija struktura nije u

potpunosti rasvetljena (Kolesnikov i Gins, 2001; Nan et al., 2011).

SLIKA 3.20. KONJUGATI HIDROKSICIMETNIH KISELINA I HINSKE, ODNOSNO VINSKE, KISELINE NADENI U KORENU (K),

LISTU (L) 1L CVETU (C) BILINE VRSTE /. HELENIUM

%% U ovom jedinjenju nije osreCen polot aj dva Secerna ostatka (oznake a i b).
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3.5.3. DRUGI SEKUNDARNI METABOLITI |. HELENIUM

Iz korena 1/ili kultura ¢éelija korena ove biljne vrste izolovana su i tri derivata timola
176-178 (Bohlmann et al., 1978; Stojakowska et al., 2006, 2005 i 2004; slika 3.21). Derivat
176 je glavni sekundarni metabolit kultura éelija korena, a druga dva su ¢ak zastupljenija od
alantolaktona (98) i izoalantolaktona (109) (Stojakowska et al., 2006). TakoCe za jedinjenje
176 je utvrCeno da pokazuje i umerenu antimikrobnu aktivnost prema soju S. aureus FDA
209 P (MIC = 50 pg/ml) koja je uporediva sa aktivnos¢u alantolaktona (98) (Stojakowska et
al., 2005). Pored navedenih, u etarskom ulju korena je identifikovan (kao malozastupljeni
sastojak) 1 10-acetoksi-8,9-epoksitimolil-izobutanoat (179) (Stojanovi¢-Radi¢ et al., 2012).
Generalno, ovi i srodni derivati timola su, sem u biljnoj vrsti 1. helenium, naCeni i kod veéeg
broja drugih predstavnika roda Inula, poput 1. sericophylla (Cheng et al., 2012), I. hupehensis
(Zhao et al., 2010a), 1. ensifolia (Stojakowska et al., 2010), . royleana (Stojakowska et al.,
2006), I. macrophylla (Su et al., 2001), I salicina, I. bifons (Bohlmann et al., 1978), L
britannica, I. conyza i 1. spiraeifolia (Bohlmann i Zdero, 1977). MeCutim, ova jedinjenja
nemaju veliki hemotaksonomski znacaj na nivou roda usled ¢injenice da se mogu naci i kod
drugih biljnih vrsta iz familije Asteraceae, pre svega pripadnika plemena Inuleae, Helenieae i
Eupatorieae (Stojakowska et al., 2010).

OdreCen je i sastav vezanih masnih kiselina plodova biljne vrste I. helenium. NaCeno
je da je ovo ulje bogato esencijalnim masnim kiselinama meCu kojima dominira linolna. S
obzirom da su predmet pomenutog istrativanja bili plodovi vise biljnih vrsta koje pripadaju
razli¢itim rodovima familije Asteraceae i da je kod svake naCen izuzetno visok sadrtaj
linolne kiseline, pretpostavljeno je da je ovo motda opsta karakteristika pripadnika familije
Asteraceae, ali 1 da nema hemotaksonomski znacaj na nifim taksonomskim nivoima od
familije (Cisowski et al., 1996). TakoCg utvrCeno je da se u listovima ove biljne vrste nalaze
1 male koli€ine steroidnih hormona progesterona (180) i androstendiona (181) (Simersky et

al., 2009; slika 3.21).

SLIKA 3.21. DERIVATI TIMOLA (K -KOREN, KCK - KULTURA CELIJA KORENA) I STEROIDI NADENI KOD BILINE VRSTE /.

HELENIUM
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4.1. HEMIKALIJE

Sve hemikalije koje su koriS¢ene u radu (p.a. Cistoce): natrijum, kalijum, sumporna
kiselina, hlorovodonicna kiselina, anhidrovani kalcijum-hlorid i magnezijum-sulfat, natrijum-
hlorid, kalijum-hidroksid, natrijum-karbonat, N,N’-dicikloheksilkarbodiimid (DCC), 4-
(dimetilamino)piridin ~ (DMAP), trimetilhlorsilan ~ (TMSCI), trietilamin  (Et;N),
fosfomolibdenska kiselina, izobutanska, oktanska, dekanska, laurinska, miristinska,
palmitinska, stearinska, arahidinska, oleinska, linolna 1 linoleinska kiselina, 1-oktanol, 1-
dekanol, 1-dodekanol, 1-tetradekanol, geraniol, neril-izobutanoat, brom (Br3), jod (1), crveni
fosfor (P), ziva(Il)-oksid, metil-acetoacetat, metil-jodid, perfluorkerozin, Tween 80, kao i
rastvaraci: dietil-etar (Et,0), dihlormetan (CH,Cl,), heksan, metanol (MeOH), etanol (EtOH),
hloroform, ugljen-tetrahlorid, etil-acetat (EtOAc), terc-butanol (‘BuOH), dimetilsulfoksid
(DMSO), deuterohloroform (CDCls), deuterodimetilsulfoksid (DMSO-dy) i tris(6,6,7,7,8,8,8-
heptafluoro-2,2-dimetil-3,5-oktandioato)europijum(Ill) (Eu(fod);) nabavljeni su od sledecih
kompanija: Sigma-Aldrich (Sent Luis, Misuri, SAD), Acros Organics (Morris Plains, Nju
Dzersi, SAD), Merck (Darmstat, Nemacka), J. T. Baker (Deventer, Holandija), Supelco
(Bellefonte, Pennsilvanija, SAD), Tokyo Chemical Industry Co. (Tokio, Japan), Centrohem
(Stara Pazova, Srbija), Zorka (Sabac, Srbija) i Zdravlje (Leskovac, Srbija). Rastvara¢i su
neposredno pre koriS¢enja predestilovani, dok su ostale hemikalije upotrebljavane bez

prethodnog precis¢avanja.
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4.2. METODE ANALIZE

4.2.1. NUKLEARNO-MAGNETNA REZONANTNA (NMR) SPEKTROSKOPIJA

1D i 2D NMR spektri su snimani na slede¢im ureCajima:

¢ Varian Unity 200 NMR (Palo Alto, Kalifornija, SAD; 200 MHz za 'H, a 50 MHz za
3C NMR) na Institutu za hemiju Prirodno-matemati¢kog fakulteta u Kragujeveu;

¢ Bruker Avance III 400 (Fillanden, Svajcarska; 400 MHz za 'H, a 101 MHz za Bc
NMR) na Prirodno-matematickom fakultetu u Nisu;

¢ Bruker DMX 500 (Karlsrue, Nemacka; 500,26 MHz za 1H, a 125,8 MHz za Bc
NMR) na Odeljenju za instrumentalnu analizu Centra za hemiju na Institutu za
hemiju, tehnologiju i metalurgiju Univerziteta u Beogradu;

¢ BrukerAvance 11+ 600 (Karlsrue, Nemacka; 600,13 MHz za 1H, a 150,92 MHz za Bc

NMR) na Institutu za Organsku hemiju sa centrom za fitohemiju Bugarske akademije

nauka u Sofiji.

Kao rastvaraci su koriS¢eni CDCl; ili DMSO-ds. Vrednosti hemijskih pomeranja su
date u & (ppm) jedinicama, a konstante kuplovanja u Hz. Unutra$nji standard za 'H NMR bio
je tetrametilsilan (TMS) (85 = 0,00), a za '>*C NMR deuterohloroform CDCl; (8¢ = 77,0) ili
DMSO-ds (8¢ = 39,5). NMR spektri su snimani na 298 ili 300 K. 2D NMR spektri ('"H — 'H
COSY, NOESY, HSQC i HMBC) snimani su uz primenu uobiajenih pulsnih sekvenci koje
su sastavni deo softvera instrumenta. Dobijeni podaci su obraCeni u program MestReNova

(ver. 6.0.2-5475, Mestrelab Research, Santiago de Compostela, Spanija).

4.2.2. INFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA (FTIR)

FT infracrveni spektri sintetisanih 1 izolovanih jedinjenja snimani su u obliku kalijum-
bromidne pilule, na instrumentu Perkin—Elmer FTIR 31725-X (Waltham, Masacusets, SAD)
na Institutu za hemiju Prirodno-matemati¢kog fakulteta u Kragujevcu, ili tankog sloja (neat)
na instrumentu Thermo Nicolet, model 6700 (Waltham, Masacusets, SAD), u

Kriminalistic¢ko-tehnickom centru, MUP Nis.
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4.2.3. ULTRALJUBICASTA I VIDLJIVA SPEKTROSKOPIJA (UV-VIS)

UV-Vis spektri sintetisanih i izolovanih jedinjenja su snimani u metanolu na

instrumentu Shimadzu UV-1650 PC (Tokio, Japan).

4.2.4. MASENA SPEKTROMETRIJA VISOKE REZOLUCIJE (HRMS)

HRMS analiza izolovanih jedinjenja je izvrSena na JEOL MStation JMS-700
masenom spektrometru (JEOL Ltd., Tokio, Japan) pri jonizacionoj energiji od 70 eV, jonskoj
zamci od 300 pA i temperaturi jonskog izvora od 230 °C. Perfluorkerozin je koris¢en kao
interni standard za tatno odreCivanje mase, a kalibracija je vrSena automatski pomocu
MStation softvera. Opseg masa je bio izabran tako da se pik koji potice od nepoznatog
jedinjenja nalazi izmeCu dva pika koji poti¢u od internog standarda. Analiza je vriena pri
rezoluciji od 30,000 (10% tzv. ,,doline”) i brzini skeniranja od 60 s/dekada”. Taéna masa je
izratunata kao srednja vrednost 5 do 10 skeniranja, a svaka pojedinaéna vrednost je odreCena
kao centroida M jona i ostalih jona. Greska dobijenog elementarnog sastava je data u mmu

jedinicama i izraCunata je od strane MStation softvera.

4.2.5. GASNA HROMATOGRAFIJA-MASENA SPEKTROMETRIJA (GC-MS) I GASNA

HROMATOGRAFIJA (GC)
4.2.5.1. GASNA HROMATOGRAFIJA-MASENA SPEKTROMETRIJA (GC-MS)

GC-MS analiza etarskih ulja, ekstrakata, hromatografskih frakcija, izolovanih i
sintetisanih jedinjenja, kao i produkata njihove derivatizacije izvrSena je na aparatu HP
6890N, opremljenim sa HP-5MS, DB-5MS, DB-5 (5% fenilmetilsiloksan, 30 m x 0,25 mm,
debljina filma 0,25 mm, Agilent Technologies, Santa Klara, SAD), ili DB-1 (100%
dimetilpolisiloksan, 30 m x 0,25 mm, debljina filma 0,25 mm, Agilent Technologies, Santa
Klara, SAD) kapilarnim kolonama, koji je bio direktno kuplovan sa 5975B, masenim
detektorom iste kompanije. Kao noseci gas, koriS¢en je helijum, sa konstantnim protokom od
I ml/min. Temperaturni uslovi: radna temperatura injektora 1 detektora 250 °C, odnosno 320

°C; linearni temperaturni program zagrevanja kolone u opsegu od 70 do 315 °C, sa brzinom

" Ova merna jedinica predstavlja broj sekundi koje su ureCaju potrebne da skenira opseg masa koje se meCusobno razlikuju

za faktor 10 (na engleskom decade of mass) npr. od m/z 50 do m/z 500.
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rasta temperature od 5 °C/min, a zatim izotermalni period u trajanju od 10 minuta. Injektirano
je 1 ul rastvora uzorka u etru (1 mg u 1 ml dietil-etra) (1:100, w/v), u pulsnom split modu
(40:1), pri protoku od 1,5 ml/min u prvih 30 sekundi, a zatim 1,0 ml/min do kraja analize.
Jonizacija je vrSena elektronima energije 70 eV, sa akvizicijom u m/z opsegu 35-650 i
duzinom trajanja jednog skena od 0,32 s. Procentualni sastav pojedinih sastojaka odreCen je
na osnovu povrsina pikova, bez koris¢enja korekcionih faktora.

Obrada TIC hromatograma (TIC = Total lon Current) i masenih spektara vr$ena je u
programu MestReNova (ver. 6.0.2-5475, Mestrelab Research, Santiago de Compostela,
Spanija).

4.2.5.2. IDENTIFIKACIJA SASTOJAKA

Podaci su obraCeni pomoéu MSD ChemStation softvera (ver. D.03.00.611, Agilent
Technologies, Santa Klara, SAD) u kombinaciji sa AMDIS (Automated Mass Spectral
Deconvolution and Identification System, ver. 2.68) i NIST MS Search programskim paketom
(ver. 2.0d, Nacionalni institut za standarde 1 tehnologiju (NIST), SAD). AMDIS je koris¢en za
dekonvoluciju masenih skenova, tj. ekstrakciju masenih spektara iz preklopljenih pikova, dok
je NIST MS Search obezbedio algoritam za pretragu biblioteka masenih spektara. Hemijski
sastav ispitivanih uzoraka odreCen je uporeCivanem linearnih retencionih indeksa pojedinih
sastojaka, izraCunatih u odnosu na C;—C4 alkana (van den Dool i Kratz, 1963), sa
literaturnim vrednostima (Adams, 2007), poreCenjem masenih spektara sa spektrima poznatih
jedinjenja iz biblioteka Wiley Registry of Mass Spectral Data 9" Edition, NIST/EPA/NIH
MassSpectral Library 11, MassFinder 2.3, Adams (Adams, 2007) i MS biblioteke "OSA"
(Organic Synthesis and Analysis) istrazivacke grupe, na Departmanu za hemiju, PMF-a u
Nisu, kao 1 koinjektiranjem standardnih supstanci (alkani, alkoholi, metil estri masnih

kiselina, terpenoidi, aromati¢na jedinjenja, sintetisana i izolovana jedinjenja, itd.).

4.2.5.3. GASNA HROMATOGRAFIJA SA PLAMENO-JONIZACIONOM DETEKCIJOM
(GC-FID)

GC-FID analiza izvrSena je na aparatu Agilent 7890A, koji je bio opremljen sa jednim
injektorom, plameno-jonizuju¢im detektorom i HP-5MS (5% fenilmetilsiloksan, 30 m x 0,32
mm, debljina filma 0,25 mm, Agilent Technologies, Santa Klara, SAD). Radna temperatura

injektora je bila 250 °C, dok je temperatura pe¢i menjana linearno od 150 do 300 °C brzinom
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od 15 °C/min, nakon toga je odrZzavana 5 min na 300 °C. Kao nose¢i gas koriS¢en je azot sa
konstantnim protokom od 3 ml/min. Injektiran je 1 pl odgovarajuceg rastvora uzorka u
splitless modu. Koris¢eni su slede¢i parametri FID detektora: temperatura grejaca, 300 °C;
protok Hj, 30 ml/min; protok vazduha, 400 ml/min; protok azota (tzv. make up gas), 23,5

ml/min; signal, 20 Hz.
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4.3. METODE RAZDVAJANJA

4.3.1. TANKOSLOJNA HROMATOGRAFIJA (TLC)

TLC je vrSena na aluminijumskim ploCama sa prethodno naneSenim slojem silika-gela
60 UVys4 (Merck, Darmstat, Nemacka). Kao eluenti su koriS¢ene smesSe heksana i dietil-etra
razliCite polarnosti. Mrlje na TLC-u su vizualizovane pomoc¢u UV lampe (254 1 365 nm) i
izazivane 50%-tnom H,SOy4 (aq.) ili rastvorom fosfomolibdenske kiseline (12 g) u EtOH (250

ml), nakon ¢ega su ploe zagrevane u susnici na 80 °C.

4.3.2. TECNA HROMATOGRAFIJA PRI SREDNJIM PRITISCIMA (MPLC)

Preparativna MPLC razdvajanja sastojaka smesa su vrsena na Biichi instrumentu (tip
C-601, Biichi, Flawil, Svajcarska), na prethodno napakovanoj koloni silika-gela 60 (40-63
um, Merck, Darmstat, Nemacka), pri protoku mobilne faze od 2,5 ml/min (smesa

heksan/dietil-etar) pod gradijentnim ili izokratskim uslovima.

4.3.3. DRY FLASH HROMATOGRAFIJA

Za preparativno razdvajanje pomocu dry flash hromatografije koriS¢ena je
jednostavna aparatura koja se sastojala od kolone silika-gela 60 (40-63 um, Merck, Darmstat,
Nemacka; ili 20-45 pm, Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsrue, Nemacka), napakovane na
sinterovanom staklenom levku srednje poroznosti i veliCine, 1 standardne boce za vakuum
filtraciju. Eluiranje je vrSeno pod gradijentnim uslovima smeSom heksan/dietil-etar ili

heksan/etil-acetat.

4.3.4. HROMATOGRAFIJA NA KOLONI

Za preparativno razdvajanje pomocu gravitacione kolonske hromatografije koris¢ena
je kolona (duzina 70 cm, precnik 3 cm) napakovna silika-gelom 60 (20-45um, Carl Roth
GmbH + Co.KG, Karlsrue, Nemacka) 1 smeSa heksan/dietil-etar za eluiranje pod izokratskim

uslovima.
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4.3.5. GEL HROMATOGRAFIJA

Preparativno razdvajanje pomoc¢u gel hromatografije vrSeno je na koloni (duzina 50
cm, precnik 1,5 cm) SEPHADEX-a LH-20 (Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri, SAD), sa
smeSom MeOH:CHCI; (1:1, v/v) kao eluentom.
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4.4. BILINI MATERIJAL I PRIPREMA UZORAKA

4.4.1. BILJNI MATERIJAL

Podaci o biljnom materijalu koriS¢enom za analizu dati su u tabeli 4.1, gde su pored
spiska ispitivanih biljnih vrsta navedeni godina, mesec i lokaliteti sa kojih su sakupljane, kao
i vaucer brojevi pod kojima su pohranjeni u herbarijumu ,,0S4” (Organic Synthesis and
Analysis) istrazivacke grupe, na Departmanu za hemiju, Prirodno-matemati¢kog fakulteta u
Nisu. Pored toga u tabeli su navedeni: deo biljke koji je koriS¢en za analizu (sa oznakom koja
se odnosi na to da li je on koriS¢en za destilaciju-d ili ekstrakciju-e), odvaga i prinos (w/w,

obracunato prema masi biljnog materijala).

TABELA 4.1. PODACI O ISPITIVANIM UZORCIMA

TAKSON LOKALITET VREME VAUCER BILINI DELOVI ODVAGA PRINOS OZNAKA
BRANJA BROJ €3] (W/W, %)  UZORKA

Lycopus europaeus L." Crveni krst, avgust 2009 DMO0609  nadzemni delovi-d 250 0,01 A

Nis, Srbija oktobar 2009  DMO0709  nadzemni delovi-d 250 0,006 B

nezreli plodovi-e 25 0,064 C

zreli plodovi-e 25 0,076 D

Lycopus exaltatus L.£." Bubanj selo, avgust 2011 DMO111  nadzemni delovi-d 200 0,022 E

Nis, Srbija nadzemni delovi-e 80 3,3 F

Drezden, avgust 2011 DMO0211 nadzemni delovi-d 200 0,018 G

Nemacka
Inula helenium L. ~ / DMO112 koren-d 200 24 H

4.4.2. DOBIJANJE ETARSKIH ULJA

Etarska ulja su dobijena hidrodestilacijom odmerene mase fino usitnjenog biljnog
materijala u originalnom aparatu po KlevendZeru (Clevenger) u toku 2,5 h. Dobijena ulja su
zatim ekstrahovana dietil-etrom iz isoljenog vodenog sloja, a etarski ekstrakt je suSen
anhidrovanim MgSO,4. Nakon odvajanja sredstva za suSenje filtriranjem, vrSeno je
koncentrovanje ekstrakta uz pomo¢ struje azota, na sobnoj temperaturi. Prinos etarskog ulja
odreCen je tek nakon potpunog uklanjanja rastvaraca kratkotrajnom destilacijom na
rotacionom-vakuum uparivacu na sobnoj temperaturi. Na ovaj nacin izolovana etarska ulja

cuvana su na — 18 °C do analize ili daljeg frakcionisanja.

T Koriscen je svez biljni materijal.

1 U pitanju je komercijalno dostupni uzorak korena biljne vrste /. helenium sa plantaza Instituta , Josif Pancié”.
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4.5. IZOLOVANJE SEKUNDARNIH METABOLITA PLODOVA BILJNE VRSTE

LYCOPUS EUROPAEUS L.

4.5.1. DOBIJANJE POVRSINSKIH VOSKOVA PLODOVA

Epikutikularni voskovi su sprani dihlormetanom (oko 50 ml na 10 g plodova) sa
povrsine zelenih (25 g, uzorak C) i zrelih (25 g, uzorak D) plodova pomocu ultrazvuka u
trajanju od 30 min. Ispirci su zatim propusteni kroz mikrofilter (Syringe Econofilter, 25/0,45
um RC, Agilent Technologies, Santa Klara, SAD) da bi se uklonio sav nerastvorni materijal,
suSeni iznad anhidrovanog MgSO, i ukoncentrovani destilacijom na rotacionom-vakuum
uparivacu. Dobijeno je 16 mg epikutikularnih voskova nezrelih plodova (uzorak C;) i 19 mg
epikutikularnih voskova zrelih plodova (uzorak D;) koji su analizirani neposredno nakon
izolovanja koriS¢enjem metoda GC 1 GC-MS, a snimljeni su i FTIR spektri izolovanih
povrsinskih voskova.

Po jedna porcija ispiraka analizirana je (GC i GC-MS) bez prethodnog filtriranja kroz
mikrofilter, kao i1 uzorak dobijen nakon uparavanja rastvaraca koji je koriS¢en za ekstrakciju.
Na ovaj naéin je potvrCeno da ne dolazi do kontaminacije epikutikularnih voskova tokom
opisanog postupka.

Povrinski alkani (uzorak C;) — FTIR-ATR cm @ 2956 (vi(CH;)%), 2916
(vas(CH2)™) 2848 (v{(CH,)'"), 1473 (8,5(CH3)*), 1461 (8:(CH»)™), 1377 (8(CH3)""), 730 i
719 (3(CH»)'");

Povr§inski alkani (uzorak D) — FTIR-ATR cm™': 2955 (va(CHs)), 2915 (vas(CHa)),
2848 (vs(CHy)), 1472 (da5(CHz3)), 1462 (ds.(CHy)), 1377 (8s(CHzs)), 1260, 1096, 1022, 803,
729 i 719 (8,(CH,)).

$ asimetriéna valenciona vibracija CHs- grupe

*k . “n . . .
asimetri¢na valenciona vibracija -CH,- grupe

1 simetriéna valenciona vibracija -CH,- grupe

# asimetriéna deformaciona vibracija CHj; grupe
%% deformaciona ,,seckanje” vibracija (scissoring) -CH,- grupe
**" simetriéna deformaciona vibracija CH; grupe

1t deformaciona ,ljuljanje” vibracija (rocking) -CH,- grupe
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4.5.2. DOBIJANJE DIHLORMETANSKIH EKSTRAKATA PLODOVA

Fino samleveni plodovi (posebno zreli i nezreli), sa kojih su prethodno sprani
epikutikularni voskovi, su podvrgnuti ultrazvucnoj ekstrakciji pomocu dihlormetana u
trajanju od 2 h. Dobijeni ekstrakti su filtrirani kroz malu napakovanu kolonu od 1 g celita
(Celite®, Merck, Darmstat, Nemacka). Odmah nakon toga rastvarac je uklonjen destilacijom
na rotacionom-vakuum uparivacu, na sobnoj temperaturi, a sirovi ekstrakti su cuvani na — 18

°C do frakcionisanja.

4.5.3. HROMATOGRAFSKO RAZDVAJANJE DIHLORMETANSKIH EKSTRAKATA

PLODOVA

Sirovi ekstrakt zrelih plodova je podvrgnut dry flash kolonskoj hromatografiji na
koloni silika-gela 60 (40-63 pum, Merck, Darmstat, Nemacka). Primenjen je gradijent od
Cistog heksana do Cistog etil-acetata, a dobijeno je 9 frakcija. Trigliceridi (uzorak C,, na
osnovu FTIR-ATR spektra) su sakupljeni u frakciji 11 (5%-tni EtOAc; 3,0 g), dok je u frakciji
VI (heksan : EtOAc =3 : 2, v/v) eluirala Cista (na osnovu TLC 1 GC-MS analize), bezbojna,
kristalna supstanca I (250 mg). Isti postupak razdvajanja je ponovljen i sa sirovim ekstraktom
nezrelih plodova. 1zolovano je 1,1 g triacilglicerola (uzorak D;) 1 200 mg supstance 1.

Supstanca I je podvrgnuta detaljnoj spektralnoj karakterizaciji (1D 1 2D NMR, IR,
MS, UV-Vis) i hemijskim transformacija.

Trigliceridi (uzorak C,) — FTIR-ATR cm " 3010 ((v(=CH)**%), 2922 (v.s(CH>)),
2854 (vi(CH,)), 1742 (3iroka v(C=0)"*", ukazuje na prisustvo veceg broja C=0 grupa), 1462
(8s(CHa)), 1376 (8,(CH3)), 1159 (V(C-0)""), 1098, 719 (5,(CH>)), 591.

Trigliceridi (uzorak D,) — FTIR-ATR cm™': 3011 (V(=CH)), 2925 (v4s(CHy)), 2853
(vs(CHp)), 1742 (v(C=0)), 1461 (8:(CH3)), 1376 (85(CH3)), 1239, 1159 (v(C-0)), 1097, 721
(8(CHy)), 591.

Euroabienol (I) — RI (DB-5MS) = 2897; MS(EI, 70 eV), m/z (rel. int, %): 462 [M]"
(1,4), 418 [M — CH3;CHO]" (0,6), 402 [M - AcOH]" (1,7), 384 [M — AcOH — H,0]" (7.9),
369 [M — AcOH — H,0 — CH3]" (0,7), 342 [M — 2 x AcOH]" (97,9), 324 [M — 2 x AcOH —

! =C_H valenciona vibracija kod olefina

$%% valenciona vibracija C=0 grupe

sekokok . . .
valenciona vibracija C-O veze
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H,0]" (90,4), 309 [M — 2 x AcOH — H,0 — CH3]" (7,2), 283 [M — 2 x AcOH — COOCH;3]"
(96,2), 265 [M — 2 x AcOH — COOCH; — H,0]" (92,2), 253 (24.9), 242 (33,6), 223 (68,3),
207 (46,2), 197 (15,7), 171 (9), 165 (9,8), 145 (10,5), 133 (8,6), 115 (9,6), 91 (9,3), 77 (4,5),
69 (5,6), 55 (9,8), 43 (100); UV Amax (MeOH) nm (log €): 284 (3,50), 223 (4,00); FTIR-ATR
cm ' (neat): 3389 (v(O-H)), 3080 (v(Ca—H)), 2959 (V(C-H)), 1727 i 1708 (v(C=0)), 1577
(V(Car=Car)), 1366, 1234 (v(C-0)), 1033, 946, 861, 606; FTIR (KBr) cm ': 3434 (v(O-H)),
2959 (v(C-H)), 1732 i 1713 (v(C=0)), 1579 (V(Ca=Ca,)), 1384, 1249 (v(C-0)), 1037, 949,
863, 608; 'H- i BC-NMR podaci su dati u tabeli 5.6.

4.5.4. DERIVATIZACIJA IZOLOVANIH SEKUNDARNIH METABOLITA

4.5.4.1. ' TRANSESTERIFIKACIJA TRIGLICERIDA
4.5.4.1.1. PREVODENJE UMETIL ESTRE

Rastvor natrijum-metoksida (MeONa), dobijen rastvaranjem 500 mg metalnog Na u
anhidrovanom MeOH (20 ml), ohlaCen je do sobne temperature i u njega je postepeno, uz
mesanje, dodat rastvor izolovanih triglicerida (ca. 500 mg) u MeOH (5 ml). Reakciona smeSa
je dovedena do kljucanja, ohlaCena na sobnu temperaturu i reakcija je zatim zaustavljena
dodatkom ledene vode. Odmah nakon toga reakciona smesa je ekstrahovana dietil-etrom (3 X
100 ml). Kombinovani organski ekstrakti su isprani vodom, susSeni preko anhidrovanog
MgSO;4 1 ukoncentrovani na rotacionom-vakuum uparivacu. Odmereno je 20 mg dobijenog
uljastog ostatka, rastvorenog u 1 ml dietil-etra 1 analizirano GC 1 GC-MS metodom.
Snimljeni su 1 FTIR-ATR spektri proizvoda transesterifikacije.

Metil estri (uzorak Cs;) — FTIR-ATR cm™': 3010 (v(=CH)), 2925 (v.s(CHa)), 2853
(vs(CHy)), 1739 (v(C=0)), 1436 (3s(CH>)), 1362 (3s(CHs3)), 1196, 1170 (v(C-0O)), 986, 723
(8:(CHy)), 591.

Metil estri (uzorak D;) — FTIR-ATR cm ': 3012 (v(=CH)), 2929 (v.s(CH,)), 2854
(vs(CH»)), 1732 (v(C=0)), 1437 (65(CHy)), 1170 (v(C-0)), 978, 725 (6,(CH,)), 568.

4.5.4.1.2. PREVODENJE U TERC-BUTIL ESTRE

Rastvor kalijum-terc-butoksida (‘BuOK) je dobijen rastvaranjem 500 mg metalnog

kalijuma u anhidrovanom ‘BuOH (20 ml) uz zagrevanje do refluksa. Porcija triglicerida (ca.
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500 mg; izolovanih iz ekstrakta zrelog semena) je rastvorena u 20 ml dietil-etra, a u dobijeni
rastvor je zatim veoma pazljivo, uz intenzivno meSanje, postepeno dodato 2 ml rastvora
‘BuOK. Nakon toga je reakciona smesa refluktovana tokom 2 ¢asa i obraCena na naéin
analogan onom opisanom u postupku za metil estre. Odmereno je 20 mg dobijenog uljastog
ostatka, rastvorenog u 1 ml dietil-etra 1 analizirano GC 1 GC-MS metodom. Snimljeni su i
FTIR-ATR spektri proizvoda transesterifikacije.

terc-Butil estri (uzorak D,) - FTIR-ATR cm : 3013 (V(=CH)), 2922 (vas(CH»)),
2851 (vs(CH>)), 1731 (v(C=0)), 1632, 1584, 1456 (85c(CH>)), 1368 (3s(CH3)), 1153 (v(C-0)),
985, 714 (8(CHy)), 511.

4.5.4.2. SILILOVANJE EUROABIENOLA

Euroabienol (I, 50 mg) je rastvoren u 10 ml suvog dietil-etra. Zatim je dodato 275 pl
trimetilhlorsilana (TMSCI), 300 pl suvog trietilamina (Et;N) i jedna kap dimetilsulfoksida.
Reakciona smesa je meSana na sobnoj temperaturi tokom 2 ¢asa pod inertnom atmosferom
azota. Nakon toga je dodato 10 ml ledene vode i reakciona smeSa je ekstrahovana dietil-
etrom (3 x 100 ml). Kombinovani organski ekstrakti su isprani vodom i suSeni preko
anhidrovanog MgSQO,. Nakon uklanjanja rastvarac¢a destilacijom na rotacionom-vakuum
uparivatu dobijen je 51 mg smeSe koja se sastojala (na osnovu GC-MS analize) od
neizreagovane supstance I (10,1%), jednog disililovanog Iy (36,7%) i dva monosililovana
derivata I, (47,3%) 1 I3 (1,1%).

Disililovani derivat I; — RI (DB-5MS) = 2656; MS(EI, 70 eV), m/z (rel. int,%): 606
[M]™ (1,3), 546 [M — AcOH]" (0,1), 486 [M — 2 x AcOH]" (100), 471 [M — 2 x AcOH —
CH;]" (94,5), 456 [M — 2 x AcOH — 2 x CHs]" (0,5), 427 [M — 2 x AcOH — COOCH;]"
(36,5), 411 (9,5), 397 (9,1), 386 (15,9), 369 (9,6), 355 (13,3), 339 (8,8), 325 (7,1), 311 (4,4),
297 (6,4), 288 (7,2), 265 (5,4), 243 (2,6), 223 (4,4), 201 (1,4), 179 (1,7), 165 (1,4), 144 (1,2),
131 (1,8), 117 (17,1), 95 (0,6), 73 [(CH3)3Si]" (64), 59 (2,1), 43 (35.,4).

Monosililovani derivat I, — RI (DB-5MS) = 2768; MS(EI, 70 eV), m/z (rel. int, %):
534 [M]™ (6,9), 516 [M — H,O]" (0,1), 474 [M — AcOH]" (1,1), 442 [M — AcOH —
(CH:);SiH]" (1,3), 414 [M — 2 x AcOH]" (95,7), 399 [M — 2 x AcOH — CH3]" (80,8), 381 [M
—2 x AcOH — CH; — H,0]" (2,6), 371 (2,1), 355 [M — 2 x AcOH — COOCH3;]" (100), 337 [M
—2 x AcOH — COOCH; — H,0]" (4,4), 325 (9,4), 314 (24,4), 297 (15,4), 288 (22), 273 (7.,3),
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259 (5,8), 247 (9), 235 (3,2), 217 (4), 201 (2,3), 179 (2,6), 165 (2.,3), 144 (4,3), 129 (1,6), 117
(7,2), 91 (1,6), 73 [(CH3)3Si]" (57,0), 59 (2,9), 43 (33,8).

Monosililovani derivat I3 — RI (DB-5MS) = 2800; MS(EI, 70 eV), m/z (rel. int,%):
534 [M]™ (2), 519 [M — CH3]" (3), 474 [M — AcOH]" (2,2), 431 (1,5), 414 [M — 2 x AcOH]"
(61,5), 399 [M — 2 x AcOH — CH3]" (45.,4), 384 [M — 2 x AcOH — 2 x CH3]" (18), 355 [M —
2 x AcOH — COOCH;]" (37,3), 342 [M — 2 x AcOH — (CH3);SiH]" (79,8), 324 (100), 314
(16,7), 299 (30,6), 283 (49,8), 265 (91,4), 253 (19,5), 242 (14,1), 223 (50,2), 211 (25,9), 193
(10,5), 179 (9,5), 165 (9,1), 141 (6,8), 129 (5,9), 117 (23,8), 91 (6,1), 73 [(CH3)3Si]" (85,2),
55(10,3), 43 (91,4).

4.5.4.3. BAZNO-KATALIZOVANO DEACETILOVANJE EUROABIENOLA

Rastvor natrijum-metoksida (MeONa), dobijen rastvaranjem metalnog Na (3,9 mmol)
u anhidrovanom MeOH (50 ml), ohlaCen je do sobne temperature i u njega je, uz mesanje,
dodata supstanca I (140 mg, 0,3 mmol). Reakciona smesa, zaSti¢ena od uticaja atmosfere
kalcijum-hloridnom cevéicom, dovedena je do kljuéanja, ohlaCena na sobnu temperaturu i
reakcija je zatim zaustavljena dodatkom ledene vode. Odmah nakon toga reakciona smesa je
zakiSeljena razblazenom HCI (1 : 1, v/v), pri Eemu se izdvojio beli talog koji je ekstrahovan
dietil-etrom (3 % 20 ml). Kombinovani organski ekstrakti su suSeni nad anhidrovanim MgSOj4
1 ukoncentrovani na rotacionom-vakuum uparivacu. Dobijeno je 72 mg uljastog ostatka koji
je odmabh analiziran GC-MS metodom.

Monodeacetilovani derivat 14 — RI (DB-5MS) = 2932; MS(EI, 70 eV), m/z (rel. int,
%): 420 [M]" (1,4), 376 (0,8), 360 [M — AcOH]" (1,7), 342 [M — AcOH — H,0]" (19,6), 324
(17,8), 310 (20,5), 282 (100), 267 (33,5), 255 (31,6), 242 (32,8), 227 (42,8), 221 (28,2), 196
(14,9), 171 (10,1), 145 (9,8), 128 (8,1), 115 (10,1), 91 (9,4), 69 (6,1), 55 (10,5), 43 (50,6).

4.5.5. OPSTA PROCEDURA ZA SINTEZU STANDARDA METIL I TERC-BUTIL ESTARA

Masna kiselina (1 eq.), N,N’-dicikloheksilkarbodiimid (DCC, 1,1 eq.), alkohol
(MeOH ili ‘BuOH, 3 eq.), 4-(dimetilamino)piridin (DMAP, 0,1 eq.) i 10 ml anhidrovanog
CH,Cl, meSani su tokom 4 Casa na sobnoj temperaturi zaSti¢eni od uticaja spoljasSnje

atmosfere kalcijum-hloridnom cev€icom. Zatim je dodato 10 ml pentana, a izdvojeni talog
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dicikloheksiluree je odvojen filtracijom. Nakon uklanjanja rastvaraca destilacijom na

rotacionom-vakuum uparivacu dobijeni su odgovarajuéi standardi estara masnih kiselina.
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4.6. 1ZOLOVANJE SEKUNDARNIH METABOLITA BILJNE VRSTE L.

EXALTATUS L.F.

4.6.1. DOBIJANJE DIETIL-ETARSKOG EKSTRAKTA NADZEMNIH DELOVA BILJNE

VRSTE L. EXALTATUS

Usitnjeni biljni materijal je nakon merenja potapan u odgovarajuu zapreminu
rastvaraca (oko 50 ml na 10 g biljnog materijala) i ostavljen u zatvorenom sudu, na mracnom
mestu. Nakon sedmodnevnog stajanja, filtracijom je odvojen biljni materijal, a etarski
ekstrakt je zatim suSen iznad anhidrovanog MgSO,. Posle odvajanja sredstva za suSenje
filtracijom, etar je uklonjen destilacijom na rotacionom-vakuum upariva¢u, na sobnoj
temperaturi, a suvi ostatak (ekstrakt F) je cuvan na — 18 °C do analize ili daljeg

frakcionisanja.

4.6.2. HROMATOGRAFSKO RAZDVAJANJE DIETIL-ETARSKOG EKSTRAKTA

Iz etarskog ekstrakta nadzemnog dela biljne vrste L. exaltatus (uzorak F) izolovani su
intrakutikularni alkani, dve triterpenske kiseline: oleanolna 1 ursolna, tri derivata cimetne
kiseline: trans-p-kumarinska, ¢trans-ferulinska i trans-kafena kiselina, 1 dva flavona, apigenin
i luteolin. Sema izolovanja ovih jedinjenja je prikazana na slici 4.1.

Etarski ekstrakt nadzemnog dela je prvo podvrgnut dry flash hromatografiji na koloni
silika-gela 60 (20-45 um, Carl Roth GmbH + Co0.KG, Karlsrue, Nemacka). Primenjen je
gradijent od Cistog heksana do Cistog dietil-etra. Tok hromatografije je pracen pomocu TLC
analize, a dobijeno je 19 frakcija.

Na osnovu GC-MS analize utvrCeno je da fiakcija | (100%-tni heksan, uzorak J)
predstavlja smeSu n-, izo- 1 anteizo-alkana i alkana sa unutrasnjom metil raévom.

Frakcija X11 (heksan : dietil-etar = 1 : 1, v/v; 250 mg), koja je bila praskasta 1 bledo
zuto obojena, se sastojala od svega nekoliko jedinjenja, na osnovu TLC analize. Stoga je
podvrgnuta daljem frakcionisanju pomocu gravitacione kolonske hromatografije pod
izokratskim ulsovima. Kao eluent je koriS¢ena smeSa heksana i dietil-etra u odnosu 3 : 2
(v/v), a sakupljeno je ukupno 90 frakcija zapremine 10 ml. Tokom no¢i se i1z frakcija Xllzg.55

1zvojio beli talog koji je odvojen od supernatanta centrifugiranjem (5 min na 10000 rpm).
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Dobijeno je 103,4 mg belog praha koji je pri TLC analizi pokazivao samo jednu mrlju na
plocici pri Cemu su za razvijanje kori$¢eni eluenti razliite polarnosti (smese heksan : dietil-
etar u odnosima 2 : 1, 1 : 1 11 : 2, v/v). Nakon snimanja 1D i 2D NMR spektara
pretpostavljeno je da ovaj beli prah najverovatnije predstavlja smeSu dve izomerne
pentacikli¢ne triterpenske kiseline, oleanolne (K) i ursolne kiseline (L). Ova pretpostavka je
potvCena nakon derivatizacije diazometanom (5 mg smese je rastvoreno u 1 ml etarskog
rastvora CH,N), jer su se u gasnom hromatogramu pojavila samo dva pika, za koje je
poreCenjem sa masenim spektrima dostupnim u literaturi (Padua et al., 2014; Furuya et al.,
1987) utvrCeno da predstavljaju odgovarajuée metil estre Ky i L.

Frakcija XIV (heksan : dietil-etar = 3 : 7, v/v; 89,1 mg) je, takoCe dodatno
frakcionisana pomocu gravitacione hromatografije na stubu SiO,. Kao eluent je koriS¢ena
smesSa heksan : dietil-etar = 1 : 2 (v/v), a tok hromatografije je praten TLC analizom. Na
osnovu TLC-a u frakcijama XIVp35 je eluirala Cista supstanca M (4,1 mg), dok je u
frakcijama XIV3o.35 eluirala Cista supstacna N (9,3 mg). Nakon snimanja 1D i 2D NMR
spektara utvrCeno je da su u pitanju dva derivata cimetne kiseline: trans-p-kumarinska (M) i
trans-ferulinska (N) kiselina.

Frakcija XVII (heksan : dietil-etar = 1 : 4, v/v; 57,6 mg) nije bila u potpunosti
rastvorna u dietil-etru, pa je nerastvorni deo (6 mg) odvojen centrifugiranjem (5 min na
10000 rpm), a na osnovu 1D i 2D NMR spektara je utvrCeno da je re¢ o jos jednom derivatu
cimetne kiseline, trans-kafenoj kiselini (OQ). Supernatant je dalje frakcionisan pomocu gel
hromatografije na koloni SEPHADEX-a LH-20. Zapremina frakcija koje su hvatane je bila 1
ml. Na koloni se najduZe zadrZavala mrko obojena supstanca P (4 mg) koja se nalazila u
frakcijama XV1149.44. Nakon snimanja 1D i 2D NMR spektara uvrCeno je da je ova supstanca
flavon apigenin (P).

Frakcija X1X (ist dietil-etar; 99,3 mg) je, takoCe, podvrgnuta daljem frakcionisanju
na koloni SEPHADEX-a LH-20. Tokom ove hromatografije na koloni najduze se zadrzavala
svetlo zuto obojena supstanca Q. Ova supstanca je eluirala u frakcijama X1X41.47 (11,3 mg) 1
za nju je utvrCeno (na osnovu analize 1D i 2D NMR spektara) da predstavlja jos jedan flavon

luteolin (Q).
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4.6.3. SPEKTRALNI PODACI IZOLOVANIH JEDINJENJA (I NJIHOVIH DERIVATA) 1Z

EKSTRAKTA NADZEMNOG DELA BILJNE VRSTE L. EXALTATUS

Oleanolna (K) i ursolna (L) kiselina — °C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 178.7
(COOH)y), 178,4 (COOH()), 143,9 (C-13x)), 138,2 (C-13(1)), 124,6 (C-12)), 121,6 (C-
12x)), 76,9 (C-3x) 1 C-31)), 54,8 (C-5k) 1 C-51)), 52,4 (C-18)), 47,1, 47,0 (C-9k) 1 C-9q)),
46,9 (C-17wy), 45,7 (C-19k)), 45,5 (C-17)), 41,7 (C-14q)), 41,4 (C-14()), 40,8 (C-18k)),
39,4 (C-8)), 38,6 (C-8(x)), 38,5 (C-4)1 C-4)), 38,4 (C-19)1 C-20), 38,3 (C-11)), 38,1
(C-1ky), 36,6 (C-10) 1 C-101)), 36,4 (C-22(1)), 33,4 (C-21k)), 32,9 (C-29)), 32,7 (C-Twy),
32,4 (C-22)), 32,1 (C-7x)), 30,5 (C-21(1y), 30,2 (C-20k)), 28.3 (C-23(x) 1 C-23(1)), 27,6 (C-
151)), 27,2 (C-15x)), 27,0 (C-2x) 1 C-2(1)), 25,6 (C-27x)), 23,8 (C-161)), 23,4 (C-30(x)), 23,3
(C-27y), 23,0, 22,9 (C-16k) 1 C-11(1), 22,6 (C-11(x)), 21,2 (C-30()), 18,1 (C-6) 1 C-6(1)),
17,1 (C-29q)), 17,0 (C-26()), 16,9 (C-26(k)), 16,2, 16,1 (C-24k) 1 C-24()), 15,3 (C-251)),
15,2 (C-25k)). Asignacija signala u BC NMR spektru je izvriena pomocu DEPT90 i
DEPT135, HSQC i HMBC spektara, kao i poreCenjem sa literaturnim vrednostima za
hemijskih pomeranja u DMSO-d; Cistih jedinjenja K i L (Abdelhalim et al., 2014).

Metil-oleanolat (K;) — Rt (DB-5) = 50,234 min; MS(EIL 70 eV), m/z (rel. int, %): 470
[M]™ (2), 452 [M — H,0]" (0,7), 429 (1,1), 411 (1,7), 377 (0,7), 355 (1,1), 341 (2,6), 331
(2,1), 315 (0,9), 295 (0,4), 262 (50,9), 207 (63,3), 203 (100), 189 (21,7), 175 (8), 161 (4,1),
147 (8,4), 133 (18,8), 119 (13,9), 105 (11,8), 95 (9,5), 81 (9,1), 69 (10,7), 55 (8,6), 43 (8,1).
Spektralni podaci su u saglasnosti sa literaturnim (Furuya et al., 1987).

Metil-ursolat (L;) — Rt (DB-5) = 51,040 min; MS(EI, 70 eV), m/z (rel. int, %): 470
[M]7(1,9), 452 [M — H,0]" (1,2), 429 (0,8), 410 (2,8), 395 (1,3), 355 (1), 341 (1,8), 327
(1,4), 314 (1,2), 295 (0,3), 262 (100), 249 (6,9), 233 (5,8), 207 (51,6), 203 (84,2), 189 (23,9),
175 (8,7), 161 (5,7), 147 (11,5), 133 (63,2), 119 (26,1), 105 (15,2), 95 (13,7), 81 (11,9), 69
(12), 55 (12,7), 43 (10,6). Spektralni podaci su u saglasnosti sa literaturnim (Furuya et al.,
1987).

trans-p-Kumarinska kiselina (M) — RI (DB-1) = 1793; MS(EL, 70 eV), m/z (rel.
int,%): 164 [M]" (100), 147 [M — OH]" (44,5), 136 (4,9), 119 [M — COOH]" (24,6), 107 (13),
91 (23,8), 77 (8,8), 65 (16,7), 51 (6,2), 39 (11); 'H NMR (400 MHz, DMSO-dy) & 7,52 (d,
Juwans= 15,8 Hz, 1H, H-3), 7,45 (AA'BB, J = 8,6 Hz, 2H, H-2'1 H-6'), 6,79 (AA'BB', J = 8,6
Hz, 2H, H-3'i H-5"), 6,29 (d, Jiyans = 15,8 Hz, 1H, H-2); °C NMR (101 MHz, DMSO-dj) &
168,0 (COOH), 159,7 (C-4"), 144,2 (C-3), 130,2 (C-2'1 C-6"), 125,3 (C-1"), 115,8 (C-3"1 C5"),
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115,4 (C-2). Spektralni podaci su u saglasnosti sa literaturnim (Salum et al., 2010; Yi et al.,
2010).

trans-Ferulinska Kkiselina (N) — RI (DB-1) = 1868; MS(EIL, 70 eV), m/z (rel. int,%):
194 [M]™ (100), 179 [M — CH;]" (21,5), 177 [M — OH]" (8,7), 161 (5.4), 149 [M — COOH]"
(3,7), 145 (7), 133 (20,3), 105 (9,2), 89 (7.,3), 77 (13,1), 67 (6,1), 51 (8,7), 39 (4,8); 'H NMR
(400 MHz, DMSO-ds) & 7,44 (d, Jyans = 15,9 Hz, 1H, H-3), 7,09 (d, J = 2,1 Hz, 1H, H-2"),
6,83 (dd, J = 8,2, 2,1 Hz, 1H, H-6"), 6,67 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-5"), 6,15 (d, Jiyyans = 15,9 Hz,
1H, H-2), 3.64 (s, 3H, OCH3); *C NMR (101 MHz, DMSO-dj) & 168,2 (COOH), 148,9 (C-
4", 147,6 (C-3"), 144,4 (C-3), 125,8 (C-1"), 122,6 (C-6"), 115,7(C-2), 115,5 (C-5"), 111,6 (C-
2", 55,7 (OCHj3). Spektralni podaci su u saglasnosti sa literaturnim (Prachayasittikul et al.,
2009; Salum et al., 2010; Yoshioka et al., 2004)

trans-Kafena Kiselina (O) — "H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 7,40 (d, Jyans = 15,9
Hz, 1H, H-3), 7,01 (d, J = 2,1 Hz, 1H, H-2"), 6,95 (dd, J = 8,1, 2,1 Hz, 1H, H-6"), 6,75 (d, J =
8,1 Hz, 1H, H-5"), 6,16 (d, Jyans = 15,9 Hz, 1H, H-2); *C NMR (101 MHz, DMSO-d;) &
168,4 (COOH), 148,3 (C-4"), 146,0 (C-3"), 144,9 (C-3), 126,1 (C-1"), 121,6 (C-6"), 116,2 (C-
5", 115,2 (C-2), 114,6 (C-2"). Spektralni podaci su u saglasnosti sa literaturnim (Teng et al.,
2005).

Apigenin (P) — '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 7,91 (AA'BB', J = 8,9 Hz, 2H, H-2'
i1 H-6"), 6,92 (AA'BB', J = 8,9 Hz, 2H, H-3'1 H-5"), 6,75 (s, 1H, H-3), 6,48 (d, J= 2,1 Hz, 1H,
H-8), 6,19 (d, J = 2,1 Hz, 1H, H-6); °C NMR (101 MHz, DMSO-d;) & 181,8 (C=0), 163,7
(C-7), 164,1 (C-2), 167,3 (C-5), 161,2 (C-4"), 161,5 (C-9), 128,5 (C-2'i C-6"), 121,3 (C-1"),
115,7 (C-3"1 C-5"), 103,7 (C-10), 102,8 (C-3), 98,9 (C-6), 94,0 (C-8). Spektralni podaci su u
saglasnosti sa literaturnim (Miyazawa 1 Hisama, 2003; Wagner et al., 1976).

Luteolin (Q) — 'H NMR (400 MHz, DMSO-dy) & 7,42 (dd, J = 8,1, 1,9 Hz, 1H, H-6"),
7,41 (br. s, 1H, H-2"), 6,90 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-5"), 6,66 (s, 1H, H-3), 6,45 (d, J = 1,9 Hz,
1H, H-8), 6,20 (d, J = 1,9 Hz, 1H, H-6); *C NMR (101 MHz, DMSO-d,) & 181,6 (C=0),
164,2 (C-7), 163,9 (C-2), 161,5 (C-5), 157,3 (C-9), 149,7 (C-4"), 145,7 (C-3"), 121,5 (C-1"),
119,0 (C-6"), 116,0 (C-5"), 113,4 (C-2"), 103,7 (C-10), 102,9 (C-3), 98,8 (C-6), 93,8 (C-8).
Spektralni podaci su u saglasnosti sa literaturnim (Burns et al., 2007; Miyazawa 1 Hisama,

2003).
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4.7. 1ZOLOVANJE SEKUNDARNIH METABOLITA KORENA BILJNE VRSTE

INULA HELENIUM L.

4.7.1. HROMATOGRAFSKO RAZDVAJANJE ETARSKOG ULJA KORENA BILJNE

VRSTE |. HELENIUM

Uzorak etarskog ulja H (500 mg) prvo je podvrgnut preparativnom MPLC
razdvajanju. Primenjen je gradijent od Cistog heksana do Cistog dietil-etra. Zapremina frakcija
je bila 10 ml i one su meCusobno spajane na osnovu TLC i GC-MS analize. Ukupno je
dobijeno 9 frakcija. U frakciji 1l je, na osnovu GC-MS analize, detektovano 10 sastojaka.
Glavni sastojak je bio nepoznati seskviterpenski aldehid (R) zajedno sa homologom grupom
od devet jedinjenja, za koje je pretpostavljeno da predstavljaju 3-metil-2-alkanone dugog
ugljovodoniénog lanca (Si9). Struktura 3-metil-2-alkanona dugog lanca je potvrCena

koinjekcijom standarda dobijenih sintezom sa frakcijom 1.
4.7.2. SINTEZA 3-METIL-2-ALKANONA DUGOG UGLJOVODONICNOG LANCA

4.7.2.1. DOBIJANJE DUGOLANCANIH ALKIL-HALOGENIDA

Alkil-halogenidi su sintetisani pomoc¢u dve standardne metode. Za dobivanje alkil-
halogenida sa neparnim brojem C-atoma u nizu, kori$¢ena je modifikovana Hunsdikerova
(Hunsdiecker) reakcija u kojoj se na karboksilnu kiselinu deluje smesom HgO 1 Br, u CCly
(Lampman i Aumiller, 1988), dok su alkil-halogenidi sa parnim brojem C-atoma dobijeni u
reakciji odgovarajuceg alkohola 1 fosfor(Ill)-jodida (PIs) koji je in situ generisan iz crvenog
fosfora 1 kristalnog joda (Vogel, 1989). Svi sintetisani alkil-halogenidi (C7—C;s) su precis¢eni
dry flash hromatografijom i dobijeni u prinosu od 75-85%.

4.7.2.1.1. OPSTA PROCEDURA ZA DOBIJANJE ALKIL-BROMIDA SA NEPARNIM BROJEM

C-ATOMA U UGLJOVODONICNOM NIZU (LAMPMAN I AUMILLER, 1988)

U trogrlom balonu od 250 ml, zaSti¢enom od svetlosti, koji opremljen kapalicom,
magnetnom mesalicom i efikasnim povratnim kondenzatorom, prvo je suspendovan crveni
HgO (20 mmol) u CCly (40 ml), a zatim je dodata odgovarajuca karboksilna kiselina (27
mmol). Kada je reakciona smesa uz meSanje zagrejana do kljucanja, dodat je veoma brzo (za

oko 5 min), putem kapalice, rastvor Br, (30 mmol) u CCls (20 ml). Nakon pocetnog
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indukcionog perioda doslo je do naglog izdvajanja CO,. Reakciona smesa je zatim zagrevana,
pod refluksom, oko 30 minuta, tj. do prestanka vidljivog izdvajanja CO,. Zatim je reakciona
smesa ohlaCena na ledenom kupatilu, a izdvojeni talog je odvojen ceCenjem i ispran malom
zapreminom CCly. 1z spojenih filtrata rastvara¢ je uklonjen na rotacionom-vakuum uparivacu,
a ostatak nakon destilacije, sirovi alkil-halogenid, dalje je precCis¢en dry flash

hromatografijom.

4.7.2.1.2. OPSTA PROCEDURA ZA DOBIJANJE ALKIL-JODIDA SA PARNIM BROJEM C-

ATOMA U UGLJOVODONICNOM NIZU (VOGEL, 1989)

U balon od 250 ml, koji je opremljen refluks kondenzatorom, dodat je crveni fosfor
(15 mmol) i odgovarajuci alkohol (40 mmol). Smesa je zagrejana da blago kljuca, pa je kroz
kondenzator, u malim porcijama, dodat fino usitnjeni jod (20 mmol). Dodavanje joda je
trajalo oko 30 min pri Eemu je dozvoljeno da se nakon dodatka svake porcije stiSa reakcija.
Reakciona smeSa je zagrevana pod refluksom jo§ 2 h, a zatim je ohlaCena do sobne
temperature i1 ekstrahovana dietil-etrom. Etarski ekstrakti su spojeni i redom isprani jednakim
zapreminama vode, konc. HCI, pa opet vode, 10%-tnog rastvora Na,COj 1 jo§ jednom vode.
Nakon ispiranja, etarski sloj je osuSen nad anhidrovanim MgSO,, a rastvara je zatim
uklonjen na rotacionom-vakuum uparivacu. Sirovi alkil-halogenid je preciS¢en dry flash

hromatografijom.

4.7.2.2. OPSTA PROCEDURA ZA DOBIJANJE METIL-2-ACETILALKANOATA

Metalni Na (5 mmol) je dodat u rastvor metil-acetoacetata (5 mmol) u anhidrovanom
MeOH (12 ml). Reakciona smesa je zatim ohlaCena na 0 °C i u nju je, veoma polako uz
intenzivno mesSanje, ukapavan odgovaraju¢i alkil-halogenid (6 mmol) u toku 20 minuta.
Nakon §to je dodat sav alkil-halogenid, reakciona smesa je zagrevana pod refluksom 15-25 h.
Posle toga je viSak MeOH uklonjen na rotacionom-vakuum uparivacu, a ostatku nakon
destilacije je dodato 100 ml destilovane vode, pa je dobijena smeSa ekstrahovana nekoliko
puta pomocu dietil-etra. Etarski ekstrakti su spojeni, isprani 10%-tnom HCI (aq.), a zatim su
osuSeni nad anhidrovanim MgSO,. Etar je uparen na rotacionom-vakuum uparivacu, a
ostatak nakon destilacije, sirovi metil-2-acetilalkanoat je koris¢en u daljoj sintezi bez

dodatnog precis¢avanja.
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Cistoéa dobijenih metil-2-acetilalkanoata (Sia.0s) i njihov prinos su odreCeni na
osnovu GC-MS analize.

Metil-2-acetilnonanoat (S;,) — Prinos 72%; GC-MS ¢istoc¢a: 95,5%, RI(DB-5) =
1560; MS (EI, 70 eV), m/z (rel. int, %): 214 [M]" (0,2), 201 [M — CHs]" (0,4), 183 [M —
OCH;]" (4,2), 174 (27,8), 157 (5,5), 143 (23,5), 129 [CsHoOs]" (30,1), 116 [CsHgO3]" (100),
101 (15), 87 (78,1), 74 (17,2), 55 (28), 43 [CH3CO]" (71,3).

Metil-2-acetildekanoat (S,,) — Prinos 75%; GC-MS G¢istoca: 95,5%, RI (DB-5) =
1662; MS (EI, 70 eV), m/z (rel. int, %): 228 [M]" (0,2), 213 [M — CH3]" (0,4), 197 [M —
OCH;]" (4), 186 (27), 171 (5), 157 (5,3), 143 (20,1), 129 [CsHoO3]" (28), 116 [CsHz03]"
(100), 101 (14.9), 87 (76,7), 74 (17), 55 (28,1), 43 [CH3CO]" (71).

Metil-2-acetilundekanoat (Ss,) — Prinos 80%; GC-MS C¢istoc¢a: 94,7%, RI (DB-5) =
1764; MS (EI, 70 eV), m/z (rel. int, %): 242 [M]™ (0,3), 227 [M — CH3]" (0,3), 221 [M —
OCH;]" (3,6), 200 (26,2), 182 (0,1), 171 (5), 157 (12,2), 143 (17.8), 129 [CcHo03]" (27.5),
116 [CsHgO3]™ (100), 101 (14,4), 87 (76,9), 74 (16,8), 55 (27,5), 43 [CH3CO]" (70,5).

Metil-2-acetildodekanoat (Ss,) — Prinos 78%; GC-MS C¢istoca: 94,2%, RI (DB-5) =
1766; MS (EI, 70 eV), m/z (rel. int, %): 256 [M]" (0,3), 241 [M — CH;]" (0,2), 225 [M —
OCH;]" (3,5), 214 (25,2), 196 (0,1), 185 (5,2), 171 (12,4), 157 (2,2), 143 (17,8), 129
[CeHoO3]™ (27,2), 116 [CsHgO3]™ (100), 101 (14,2), 87 (76,7), 74 (16,6), 55 (27,2), 43
[CH3CO]" (70,2).

Metil-2-acetiltridekanoat (Ss,) — Prinos 75%; GC-MS C¢istoc¢a: 94,2%, RI (DB-5) =
1868; MS (EL 70 eV), m/z (rel. int, %): 270 [M]" (0,4), 255 [M — CH3]" (0,2), 239 [M —
OCH;]" (3), 228 (25), 210 (0,1), 199 (5), 185 (14), 171 (2,4), 157 (2,1), 143 (17,6), 129
[CeHoO3]" (26,8), 116 [CsHsOs]™ (100), 101 (14), 87 (77,6), 74 (16,5), 55 (26,8), 43
[CH3CO]" (70,9).

Metil-2-acetiltetradekanoat (Se,) — Prinos 73%; GC-MS Cistoc¢a: 94,5%, RI (DB-5)
= 1970; MS (EI, 70 eV), m/z (rel. int, %): 284 [M]" (0,5), 269 [M — CH3]" (0,2), 253 [M —
OCH;]" (2,3), 242 (23), 223 (0,1), 213 (3.8), 199 (12.1), 185 (3,9), 171 (2,5), 157 (4), 143
(15,5), 129 [C¢Ho03]" (27), 116 [CsHgOs]" (100), 101 (12,4), 87 (74,4), 74 (15), 55 (23,7), 43
[CH3CO]" (65,7).

Metil-2-acetilpentadekanoat (S7,) — Prinos 70%; GC-MS ¢istocéa: 93,2%, RI (DB-5)
=2071; MS (EI 70 eV), m/z (rel. int, %): 298 [M]" (0,4), 283 [M — CH3]" (0,2), 267 [M —
OCH;]" (2,3), 256 (21,9), 241 (0,1), 227 (2), 213 (10.4), 199 (4,1), 185 (2,9), 171 (2,9), 157
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(4,1), 143 (13,5), 129 [C¢Hs03]" (26,8), 116 [CsHgOs]" (100), 101 (11,4), 87 (64,3), 74
(14,9), 55 (21,7), 43 [CH3CO]" (59,5),

Metil-2-acetilheksadekanoat (Sg,) — Prinos 71%; GC-MS c¢istoca: 93,8%, RI (DB-5)
= 2172; MS (EIL 70 eV), m/z (rel. int, %): 312 [M]" (0,5), 297 [M — CH3]" (0,3), 281 [M —
OCH3]" (1,9), 270 (22,1), 241 (2,2), 227 (9,3), 213 (3), 199 (1,5), 185 (3,7), 172 (3), 154 (2),
143 (12,8), 129 [CsHoOs3]" (28.6), 116 [CsHgO3]" (100), 101 (9,9), 87 (61,2), 74 (14,7), 55
(21,8), 43 [CH3CO]" (60,2).

Metil-2-acetilheptadekanoat (So,) — Prinos 70%; GC-MS ¢istocéa: 93,5%, RI (DB-5)
=2272; MS (EI, 70 eV), m/z (rel. int, %): 326 [M]" (0,6), 311 [M — CHs]" (0,3), 295 [M —
OCH3]" (1,5), 284 (21,9), 255 (2,0), 241 (8,9), 227 (1,3), 213 (0,8), 199 (4,1), 185 (4,7), 172
(2,3), 154 (1,6), 143 (12,2), 129 [CsHo05]" (31,5), 116 [CsHgO3]" (100), 101 (9,2), 87 (59),
74 (14,3), 55 (21,8), 43 [CH3CO]" (61).

4.7.2.3. DOBIJANJE METIL-2-ACETIL-2-METILALKANOATA

Metil-2-acetil-2-metilalkanoati ~ (Sip9p) su dobijeni alkilovanjem  metil-2-
acetilalkanoata (S1a9a; 3,75 mmol) komercijalno dostupnim metil-jodidom (4,5 mmol) po
proceduri analognoj onoj opisanoj u sekciji 4.7.2.2. Sirovi metil-2-acetil-2-metilalkanoati Syp.
9p su koriS¢eni u daljoj sintezi bez dodatnog preciS¢avanja, a njihova Cistoca 1 prinos su
odreCeni na osnovu GC-MS analize.

Metil-2-acetil-2-metilnonanoat (S,) — Prinos 90%; GC-MS ¢istoc¢a: 93,4%, RI (DB-
5) = 1507; MS (EI, 70 eV), m/z (rel. int, %): 228 [M]™ (0,1), 197 [M — OCH3]" (1,8), 186
(65), 169 [M — COOCH;]" (1,8), 157 (3,5), 143 (30,8), 130 [CH3;COCH(CH;3)COOCH;]"
(60,4), 112 (5,3), 101 (100), 98 (13,6), 88 (7,7), 69 (13,6), 55 (13,3), 43 [CH3CO]" (43.8).

Metil-2-acetil-2-metildekanoat (S,,) — Prinos 86%; GC-MS ¢istoca: 94,9%, RI (DB-
5) = 1608; MS (EI, 70 eV), m/z (rel. int, %): 242 [M]" (0,1), 211 [M — OCH3]" (1,5), 200
(64,8), 183 [M — COOCH;]" (1,8), 171 (3,3), 157 (26,7), 143 (22,8), 130
[CH;COCH(CH;3)COOCH;]" (49), 112 (5,2), 101 (100), 98 (13), 88 (7.,9), 69 (13,1), 55 (13),
43 [CH3CO]" (43,1).

Metil-2-acetil-2-metilundekanoat (S3;,) — Prinos 86%; GC-MS cistoc¢a: 93,9%, RI
(DB-5) = 1709; MS (EI, 70 eV), m/z (rel. int, %): 256 [M]™ (0,1), 225 [M — OCH3]" (1,3),
213 (64,4), 197 [M — COOCH;]" (1,6), 185 (3,1), 171 (7,6), 157 (25,3), 143 (11,3), 130
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[CH;COCH(CH;3)COOCH;]" (48,6), 112 (5), 101 (100), 98 (12,9), 88 (8), 69 (12,8), 55
(12,7), 43 [CH3CO]" (42,5).

Metil-2-acetil-2-metildodekanoat (S4,) — Prinos 85%; GC-MS cistoc¢a: 95,9%, RI
(DB-5) = 1810; MS (EI, 70 eV), m/z (rel. int, %): 270 [M]" (0,1), 239 [M — OCH;]" (1,4),
228 (64,3), 211 [M — COOCH;]" (1,5), 199 (3), 185 (7,9), 171 (15,0), 157 (15,8), 143 (10,8),
130 [CH3;COCH(CH3)COOCH;]" (48,5), 112 (5), 101 (100), 98 (13,1), 88 (7,9), 69 (12,7), 55
(12,6), 43 [CH3CO]" (42,2).

Metil-2-acetil-2-metiltridekanoat (Ss,) — Prinos 82%; GC-MS ¢isto¢a: 95,9%, RI
(DB-5) = 1910; MS (EI, 70 eV), m/z (rel. int, %): 284 [M]™ (0,1), 253 [M — OCH3]" (1,3),
242 (64,7), 225 [M — COOCH;]" (1,4), 213 (2,9), 199 (7,6), 185 (14,9), 171 (2,4), 157 (15,9),
143 (10,7), 130 [CH3;COCH(CH;3)COOCH;]" (48,6), 112 (5), 101 (100), 98 (12.9), 88 (7,9),
69 (12,8), 55 (12,7), 43 [CH3CO]" (42,5).

Metil-2-acetil-2-metiltetradekanoat (S¢p) — Prinos 84%; GC-MS cistoca: 95,8%, RI
(DB-5) = 2012; MS (EI, 70 eV), m/z (rel. int, %): 298 [M]™ (0,1), 267 [M — OCH3]" (1,2),
256 (67,3), 239 [M — COOCH;]" (1,2), 213 (6,6), 199 (14,6), 185 (4,2), 171 (2), 157 (16,9),
143 (9,7), 130 [CH;COCH(CH;3)COOCH;] "™ (52,6), 112 (5,1), 101 (100), 98 (12,6), 88 (8,5),
69 (13,7), 55 (13,7), 43 [CH;CO]" (45,6).

Metil-2-acetil-2-metilpentadekanoat (S7,) — Prinos 80%; GC-MS ¢Cisto¢a: 95,4%, RI
(DB-5) = 2114; MS (EI, 70 eV), m/z (rel. int, %): 312 [M]" (0,2), 281 [M — OCH;]" (1,1),
270 (73,8), 253 [M — COOCH3]" (1,1), 227 (5,7), 213 (13,9), 199 (4,3), 185 (1,9), 171 (4,0),
157 (19,4), 143 (8,6), 130 [CH3COCH(CH;)COOCH;]" (57,7), 112 (5,5), 101 (100), 98
(12,4), 88 (9), 69 (14,3), 55 (13,4), 43 [CH3CO]" (43.6).

Metil-2-acetil-2-metilheksadekanoat (Sg,) — Prinos 81%; GC-MS ¢Cistoca: 95,2%, RI
(DB-5) = 2213; MS (EI, 70 eV), m/z (rel. int, %): 326 [M]™ (0,1), 295 [M — OCH;]" (1), 284
(75,6), 267 [M — COOCH3;]" (1,5), 241 (3,4), 227 (13,7), 213 (3,3), 199 (2,8), 185 (4,0), 171
(2,3), 157 (17.,4), 143 (8,3), 130 [CH3;COCH(CH;3)COOCH;]" (60,8), 112 (5,5), 101 (100), 98
(12), 88 (9,3), 69 (14,4), 55 (14,5), 43 [CH3CO]" (47,6).

Metil-2-acetil-2-metilheptadekanoat (So,) — Prinos 84%; GC-MS cCistoca: 95,6%, RI
(DB-5) = 2313; MS (EL 70 eV), m/z (rel. int, %): 340 [M]" (0,1), 309 [M — OCH3]" (0,8),
298 (79,7), 281 [M — COOCH3]" (1,8), 265 (1,2), 255 (5,4), 241 (13,9), 227 (1,5), 213 (3,9),
199 (5,3), 185 (4,1), 171 (1,3), 157 (16,4), 143 (8,7), 130 [CH3COCH(CH;)COOCH;]"
(64,5), 112 (6,4), 101 (100), 98 (11,7), 88 (9,7), 69 (14,3), 55 (15,1), 43 [CH3CO]" (50,7).
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4.7.2.4. OPSTA PROCEDURA ZA DOBIJANJE 3-METIL-2-ALKANONA (OHNUMA
ET AL., 1989)

SmeSa metil-2-acetil-2-metilalkanoata (3 mmol), vodenog rastvora KOH
koncentracije 2 mol/dm’ (20 ml) i EtOH (3,3 ml) je me$ana na sobnoj temperaturi tokom 24
h. Nakon toga je reakciona smesa zakiSeljena 10%-tnom HCI (agq.) i ekstrahovana 3 puta sa
po 50 ml dietil-etra. Etarski ekstrakti su spojeni, suseni nad anhidrovanim MgSQOy, a zatim je
rastvaraC uparen na rotacionom-vakuum uparivacu. Ovako dobijeni sirovi 3-metil-2-alkanoni
(S1) su precis¢eni dry flash kolonskom hromatografijom na silika-gelu 60 (40-63 pum,
Merck, Darmstat, Nemacka). KoriS¢en je gradijent od Cistog heksana do 2%-nog dietil-etra
(v/v) u heksanu sa korakom od 1%.

3-Metil-2-dekanon (S;) — Prinos 95%; GC-MS c¢isto¢a: 99,4%, RI (DB-5) = 1239;
MS (EI, 70 eV), m/z (rel. int, %): 170 [M]" (1,4), 155 [M — CH3]" (0,1), 127 [M — CH3CO]"
(0,3), 113 [M — C4Ho]" (0,4), 99 (0,5), 85 (13,4), 72 [C4HgO]™ (100), 71 [CH;COCHCH;]"
(10,0), 57 [C4Ho]™ (14,2), 43 [CH3CO]" (59,7); FTIR-ATR (neat) cm ': 2922, 2852, 1713
(C=0), 1461, 1354, 1121, 723; 'H NMR (200 MHz, CDCl;) & 2,50 (sext, J = 6,9 Hz, 1H,
CH), 2,13 (s, 3H, CH3;C=0), 1,30-1,20 (m, 12H, 6 x CH,), 1,08 (d, J = 6,9 Hz, 3H, CHCH,),
0,88 (¢, J = 7,0 Hz, 3H, CH,CHs); °C NMR (50 MHz, CDCl5)  213,0 (C=0), 47,2 (CH),
32,9 (CH), 31,9 (CH), 29,6 (CHy), 29,3 (CHy), 27,9 (CH5C=0), 27,2 (CH,), 22,7 (CH,),
16,1 (CHCH3;), 14,1 (CH,CHj3).

3-Metil-2-undekanon (S,) — Prinos 93%; GC-MS c¢istoca: 99,4%, RI (DB-5) = 1342;
MS (EI, 70 eV), m/z (rel. int, %): 184 [M]™ (0,9), 169 [M — CH3]" (0,1), 141 [M — CH3CO]"
0,2), 127 [M — C4Ho]" (0,4), 113 (0,5), 99 (0,3), 85 (13,7), 72 [C4HgO]™ (100), 71
[CH;COCHCH;]" (12,9), 57 [C4Ho]” (16,8), 43 [CH3CO]™ (55.9); FTIR-ATR (neat) cm
2921, 2852, 1713 (C=0), 1461, 1354, 1122, 723; "H NMR (200 MHz, CDCl3) & 2,50 (sext, J
=6,9 Hz, 1H, CH), 2,13 (s, 3H, CH3C=0), 1,30-1,19 (m, 14H, 7 x CH), 1,08 (d, J = 6,9 Hz,
3H, CHCH3), 0,88 (¢, J = 7,0 Hz, 3H, CH,CHj3); *C NMR (50 MHz, CDCl;) & 213,0 (C=0),
47,2 (CH), 32,9 (CH»), 31,9 (CH,), 29,6 (CH»), 29,5 (CH,), 29,3 (CH,), 27,9 (CH;C=0), 27,2
(CHy), 22,7 (CH,), 16,1 (CHCH3;), 14,1 (CH,CH3).

3-Metil-2-dodekanon (S;) — Prinos 95%; GC-MS ¢istoca: 99,3%, RI (DB-5) = 1442;
MS (EI, 70 eV), m/z (rel. int, %): 198 [M]™ (0,9), 183 [M — CH3]" (0,1), 155 [M — CH3CO]"
(0,2), 141 [M — C4Ho]" (0,4), 127 (0,5), 113 (0,2), 109 (0,8), 99 (1,1), 85 (13,0), 72 [C4Hs0]"
(100), 71 [CH3COCHCH;s]" (7,9), 57 [C4Ho]" (18,7), 43 [CH3CO]" (44.,4); FTIR-ATR (neat)
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cm : 2921, 2851, 1713 (C=0), 1460, 1354, 1121, 723; '"H NMR (200 MHz, CDCls) & 2,50
(sext, J= 6,9 Hz, 1H, CH), 2,13 (s, 3H, CH;C=0), 1,32-1,19 (m, 16H, 8 x CH,), 1,08 (d, J =
6,9 Hz, 3H, CHCHa), 0,88 (¢, J = 7,0 Hz, 3H, CH,CHjs); °C NMR (50 MHz, CDCl5) § 213,0
(C=0), 47,2 (CH), 32,9 (CH,), 31,9 (CH,), 29,7 (CH,), 29,6 (CH,), 29,5 (CH,), 29,3 (CH,),
27,9 (CH3C=0), 27,2 (CH,), 22,7 (CH>), 16,1 (CHCH3), 14,1 (CH,CH3).

3-Metil-2-tridekanon (S4) — Prinos 90%; GC-MS &isto¢a: 99,2%, RI (DB-5) = 1544;
MS (EL 70 eV), m/z (rel. int, %): 212 [M]™(0,7), 197 [M — CH3]" (0,1), 169 [M — CH;CO]"
(0,1), 155 [M — C4Ho]" (0,2), 141 (0,2), 127 (0,6), (0,4), 109 (0,6), 95 (0,9), 85 (12,5), 72
[C4HsO]™ (100), 71 [CH3COCHCH;]™ (8,0), 57 [C4Ho]" (15,3), 43 [CH3CO]" (40,8); FTIR-
ATR (neat) cm': 2924, 2852, 1713 (C=0), 1461, 1354, 1121, 723; 'H NMR (200 MHz,
CDCls) & 2,50 (sext, J = 6,9 Hz, 1H, CH), 2,13 (s, 3H, CH3C=0), 1,32-1,19 (m, 18H, 9 x
CH,), 1,08 (d, J = 6,9 Hz, 3H, CHCH3), 0,88 (, J = 7,0 Hz, 3H, CH,CH3); °C NMR (50
MHz, CDCl3) § 213,0 (C=0), 47,2 (CH), 32,9 (CH>), 31,9 (CH,), 29,7 (2 x CHa), 29,6 (CH,),
29,5 (CH,), 29,3 (CH,), 27,9 (CH;C=0), 27,2 (CH,), 22,7 (CH,), 16,1 (CHCH3), 14,1
(CH,CHj).

3-Metil-2-tetradekanon (Ss) — Prinos 92%; GC-MS C¢istoca: 99,3%, RI (DB-5) =
1643; MS (EI, 70 eV), m/z (rel. int, %): 226 [M]" (0,8), 211 [M — CH3]" (0,1), 183 [M —
CH;CO]" (0,1), 169 [M — C4Ho]" (0,2), 154 [M — C4H30] "™ (0,1), 141 (0,3), 127 (0,7), 109
(0,4), 99 (0,9), 85 (12,3), 72 [C4HgO] " (100), 71 [CH;COCHCH;]" (7,4), 57 [C4Ho]" (14), 43
[CH3CO]" (35,5); FTIR-ATR (neat) cm ': 2926, 2854, 1712 (C=0), 1461, 1354, 1119, 721;
"H NMR (200 MHz, CDCl3) & 2,50 (sext, J = 6,9 Hz, 1H, CH), 2,13 (s, 3H, CH;C=0), 1,34
1,19 (m, 20H, 10 x CH»), 1,08 (d, J = 6,9 Hz, 3H, CHCH3), 0,88 (t, J = 7,0 Hz, 3H,
CH,CHs); °C NMR (50 MHz, CDCl3) § 213,0 (C=0), 47,2 (CH), 32,9 (CH,), 31,9 (CH,),
29,7 (3 x CHy), 29,6 (CH,), 29,5 (CH,), 29,3 (CH,), 27,9 (CH3C=0), 27,2 (CH,), 22,7 (CH,),
16,1 (CHCH3), 14,1 (CH,CH3).

3-Metil-2-pentadekanon (S¢) — Prinos 89%; GC-MS C&istoc¢a: 99,2%, RI (DB-5) =
1746; MS (EI, 70 eV), m/z (rel. int, %): 240 [M]™ (0,7), 225 [M — CH3]" (0,1), 197 [M —
CH;CO]" (0,1), 183 [M — C4Ho]" (0,1), 168 [M — C4H3O] "™ (0,1), 155 (0,1), 141 (0,5), 127
(0,3), 113 (0,6), 109 (0,8), 91 (1), 85 (13,1), 72 [C4sHzO]" (100), 71 [CH;COCHCH;]" (7,5),
57 [C4Ho]"(13,8), 43 [CH53CO]" (35,3); FTIR-ATR (neat) cm ': 2921, 2853, 1714 (C=0),
1462, 1346, 1119, 715; '"H NMR (200 MHz, CDCl3) & 2,50 (sext, J = 6,9 Hz, 1H, CH), 2,13
(s, 3H, CH3C=0), 1,33-1,22 (m, 22H, 11 x CH,), 1,08 (d, J= 6,9 Hz, 3H, CHCH3), 0,88 (z, J
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= 7,0 Hz, 3H, CH,CHs); *C NMR (50 MHz, CDCl;) & 212,9 (C=0), 47,2 (CH), 32,9 (CH>),
31,9 (CHy), 29,7 (4 x CH,), 29,6 (CH,), 29,5 (CH,), 29,3 (CH,), 27,9 (CH;C=0), 27,2 (CH,),
22,7 (CH,), 16,1 (CHCH3), 14,1 (CH,CHj).

3-Metil-2-heksadekanon (S7) — Prinos 93%; GC-MS ¢&istoc¢a: 99,1%, RI (DB-5) =
1849; MS (EI, 70 eV), m/z (rel. int, %): 254 [M]" (0,6), 239 [M — CH3]" (0,1), 211 [M —
CH3CO]J" (0,1), 197 [M — C4Ho]" (0,1), 182 [M — C4H30]" (0,1), 169 (0,1), 155 (0,1), 141
(0,3), 127 (0,6), 109 (0,4), 97 (0,9), 85 (11,4), 72 [C4Hz0]" (100), 71 [CH;COCHCH;]" (6,5),
57 [C4Hol™ (12,6), 43 [CH5CO]" (32,3); FTIR-ATR (neat) cm ': 2921, 2852, 1714 (C=0),
1461, 1347, 1119, 715; 'H NMR (200 MHz, CDCls) § 2,50 (sext, J = 6,9 Hz, 1H, CH), 2,13
(s, 3H, CH3C=0), 1,32-1,22 (m, 24H, 12 x CH,), 1,08 (d, J= 6,9 Hz, 3H, CHCH}), 0,88 (¢, J
= 7,0 Hz, 3H, CH,CHj3); °C NMR (50 MHz, CDCl;) § 212,9 (C=0), 47,2 (CH), 32,9 (CH,),
31,9 (CHy), 29,7 (5 x CH,), 29,6 (CH,), 29,5 (CH,), 29,3 (CH,), 27,9 (CH;C=0), 27,2 (CH,),
22,7 (CH,), 16,1 (CHCH3), 14,1 (CH,CHj).

3-Metil-2-heptadekanon (Sg) — Prinos 86%; GC-MS ¢istoc¢a: 99,4%, RI (DB-5) =
1950; MS (EI, 70 eV), m/z (rel. int, %): 268 [M]" (0,8), 255 [M — CH3]" (0,1), 225 [M —
CH;CO]J" (0,1), 211 [M — C4Ho]™ (0,1), 196 [M — C4Hs0]™ (0,1), 169 (0,1), 155 (0,1), 141
0,1), 127 (0,3), 113 (0,6), 109 (0,5), 97 (1,1), 85 (11,5), 72 [C4Hs0]" (100), 71
[CH;COCHCH;]" (6,2), 57 [C4Ho]™ (11,1), 43 [CH3CO]" (28,7); FTIR-ATR (neat) cm :
2920, 2851, 1713 (C=0), 1460, 1352, 1123, 720; '"H NMR (600 MHz, CDCl5) & 2,52 (sext, J
= 6,9 Hz, 1H, CH), 2,15 (s, 3H, CH;C=0), 1,39-1,21 (m, 26H, 13 x CH>), 1,10 (d, J = 6,9
Hz, 3H, CHCH3), 0,90 (¢, J = 7,0 Hz, 3H, CH,CH;); °C NMR (151 MHz, CDCl3) & 213,1
(C=0), 47,2 (CH), 33,0 (CH,), 31,9 (CH>), 29,7 (6 x CH>), 29,6 (CH,), 29,5 (CH,), 29,4
(CH,), 28,0 (CH3C=0), 27,3 (CH,), 22,7 (CH>), 16,2 (CHCHj3), 14,2 (CH,CHj3).

3-Metil-2-oktadekanon (So) — Prinos 85%; GC-MS Ccistoc¢a: 99,5%, RI (DB-5) =
2051; MS (EL 70 eV), m/z (rel. int, %): 282 [M]™ (0,7), 267 [M — CH;3]" (0,1), 239 [M —
CH;CO]" (0,1), 225 [M — C4Ho]™ (0,1), 210 [M — C4HsO]" (0,1), 183 (0,1), 169 (0,1), 155
(0,1), 141 (0,3), 127 (0,6), 109 (0,5), 97 (1,1), 85 (11,5), 72 [C4HgO]" (100), 71
[CH;COCHCH;]" (6,2), 57 [C4Ho]" (11,1), 43 [CH3CO]™ (28,7); FTIR-ATR (neat) cm ':
2919, 2852, 1713 (C=0), 1461, 1352, 1124, 720; "H NMR (600 MHz, CDCl3) & 2,52 (sext, J
= 6,9 Hz, 1H, CH), 2,15 (s, 3H, CH3C=0), 1,39-1,21 (m, 28H, 14 x CH,), 1,10 (d, J = 6,9
Hz, 3H, CHCHs), 0,90 (7, J = 7,0 Hz, 3H, CH,CH;); °C NMR (151 MHz, CDCl3) & 213,1
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(C=0), 47,2 (CH), 33,0 (CH,), 31,9 (CHa), 29,7 (7 x CHa), 29,6 (CH,), 29,5 (CH,), 29,4
(CH,), 28,0 (CH;C=0), 27,3 (CH,), 22,7 (CH>), 16,2 (CHCH3), 14,1 (CH,CH).

4.7.3. ODREPIVANJE KOLICINE 3-METIL-2-ALKANONA U KORENU BILJNE VRSTE

|. HELENIUM

Kvantifikacija 3-metil-2-alkanona je izvrSena pomoc¢u GC-FID analize. Svi sintetisani
3-metil-2-alkanoni Sy.¢ su injektovani u pet razli¢itih koncentracija (0,009, 0,045, 0,18, 0,45 1
0,9 mg/ml) u cilju konstrukcije kalibracionih prava C = f (A), gde je C — koncentracija 3-
metil-2-alkanona, a A — povrSina ispod pika u gasnom hromatogramu koju odgovara datom
3-metil-2-alkanonu u datoj koncentraciji. Svaka GC-FID analiza je ponovljena 3 puta. Podaci
su obraCeni pomoéu GC ChemStation softvera (ver. B.03.01., Agilent Technologies, Santa
Klara, SAD).

4.7.4. ANALIZA FRAKCIJE ETARSKOG ULJA KOJA JE OBOGACENA NEPOZNATIM
SESKVITERPENSKIM ALDEHIDOM POMOCU NMR METODE ZASNOVANE NA

PRIMENI REAGENASA HEMIJSKOG POMERANJA

U cilju odreCivanjastrukture nepoznatog seskviterpenskog aldehida (R) veéa koli¢ina
etarskog ulja (2,1 g) je podvrgnuta dry flash hromatografiji na koloni silika-gela 60 (20-45
pm, Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsrue, Nemacka). U prve tri frakcije (I-111) je kao eluent
primenjen ¢ist heksan (100 ml), a zatim su redom koriS¢eni 1%-tni dietil-etar u heksanu (v/v;
frakcija 1V, 100 ml), 2%-tni dietil-etar u heksanu (frakcije V 1 VI, po 100 ml) 1 na kraju Cist
dietil-etar (frakcija VI1I, 100 ml). Dobijene frakcije su ukoncentrovane na rotacionom-
vakuum uparivau, na sobnoj temperaturi. GC-MS analiza je pokazala da frakcije 111 1 1V
sadrZe kao glavnu sastojak seskviterpenski aldehid R. Ove frakcije su spojene, a na taj nacin
je dobijen uzorak Ryppy (4,8 mg) u kome je sadrzaj seskviterpenskog aldehida bio 85%.
Glavna oneci$¢enja su bila geranil-isobutanoat (T; 8%) i neril-izobutanoat (U; 5%). Geranil-
izobutanoat je sintetisan iz geraniola i izobutanske kiseline Steglihovom (Steglich) metodom
pomoc¢u DCC-a i DMAP-a. T

Nakon NMR eksperimenata zasnovanih na primeni reagensa hemijskog pomeranja

utvrCeno je da je jedinjenje R elemenal. Kao reagens hemijskog pomeranja koriséen je

17T postupak je bio analogan onom opisanom u odeljku 4.5.7.
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Eu(fod)s. U priblizno 0,015 M rastvor elemenala u smesi geranil- i1 neril-izobutanoata dodate
su ukupno Cetiri ekvimolarne porcije reagensa hemijskog pomeranja. Molski odnos reagensa
hemijskog pomeranja i elemenala je bio u opsegu od 0 do 0,6. Nakon rastvaranja svake
porcije reagensa hemijskog pomeranja snimani su NMR spektri.

Svi NMR spektri snimljeni su na 27 °C u CDCI; sa tetrametilsilanom kao internim
standardom. Odgovaraju¢a masa uzorka (20 mg za neril- i geranil-izobutanoat i 4,8 mg za
frakciju koja je sadrzala elemenal) je rastvorena u 1 ml CDCls, a 0,7 ml tog rastvora je
prebaéeno u 5 mm Wilmad 528-TR-7 NMR kivetu. 'H i '*C su snimljeni na Bruker Avance
I 400 MHz spektrometru ('H na 400 MHz, a °C na 101 MHz), opremljenim sa 'H/BC
radnom glavom (probe head). 'H NMR spektri su snimljeni sa 16 ponavljanja,
relaksacionim vremenom od 1 s, vremenom prikupljanja signala od 4 s, 0,125 Hz
digitalnom FID rezolucijom, 51 280 FID veli¢inom, sa spektralnom Sirinom od 6410 Hz i
rezolucijom tafaka od 0,0003 ppm. BC NMR spektri su snimljeni uz Waltz16 'H
Sirokopojasno dekuplovanje, 12000 ponavljanja, relaksacionim vremenom od 0,5 s,
vremenom akumulacije signala od 1 s, digitalnom FID rezolucijom od 0,5 Hz, 65536 FID
veliCinom, spektralnom Sirinom od 31850 Hz i rezolucijom tacaka od 0,005 ppm. Za
snimanje 2D spektara koriS¢ene su standardne pulsne sekvence iz softvera instumenta. 'H-
'H gDQCOSY i NOESY spektri su snimljeni sa spektralnim 8irinama od 5 kHz i u F2 i u F1
oblasti. Snimanje je vrSeno sa 1024 x 512 tacCaka sa 32 ponavljanja i vremenom relaksacije
od 2,0 s. Vreme meSanja prilikom snimanja NOESY spektara je bilo 1 s. Obrada podataka
vrSena je na matrici sa 1024 podataka. Inverzno-detektovani 2D spektri heteronuklearne
korelacije su mereni u 512 kompleksnih tacaka u F2 1 256 uzastopnih tac¢aka u F1, pri ¢emu
je prikupljeno 128 (gHMQC) ili 256 (‘H — ""C gHMBC) ponavljanja po tacki sa
relaksacionim vremenom od 1,0 s. Spektralna Sirina za F2 dimenziju je bila 5 kHz, a za F1
27 kHz. gHMQC eksperimenti su bili optimizovani za C-H kuplovanje od 125 Hz. 'H — °C
gHMBC eksperimenti su bili optimizovani za kuplovanje od 10 Hz. Furijeova
transformacija je bila izvrSena na matrici od 512 podataka. Za sve 2D spektre koriS¢ene su
kvadratne sinusne funkcije pomerene za n/2 duz F1 1 F2 ose.

Elemenal (R) — RI (DB-5) = 1578; GC-MS cistoca: 85,1%; MS (EI, 70 eV), m/z (rel.
int, %): 218 [M]" (2,1), 217 [M — H]" (0,6), 203 [M — CH3]" (14.9), 200 [M — H,0] (3,5),
189 [M — HCO]" (9,6), 175 (15,5), 161 (28,7), 147 (21,7), 133 (18,8), 121 (27,1), 119 (28),
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107 (37,7), 105 (34.,6), 95 (38.6), 93 (47), 91 (52), 81 (100), 79 (64,3), 77 (34,1), 68 (35), 67
(60,6), 55 (32,7), 53 (40,9), 41 (49,7), 39 (28,2); 'H- i *C- NMR podaci su dati u tabeli 5.14.

Geranil-izobutanoat (T) — RI (DB-5) = 1506; MS (EI, 70 eV), m/z (rel. int, %): 224
[M]" (0,2), 181 [M — CsH7]" (0,1), 154 (2,3), 136 (16,7), 121 (29), 107 (8,2), 93 (46,1), 80
(19,8), 69 [(CH3),C=CCH,]" (100), 53 (9,4), 41 (41); "H NMR (400 MHz, CDCl3) & 5,33
(pseudo-t sext, J =17,0, 1,3 Hz, 1H, -O-CH,-CH=C(CH3)-CH;-), 5,08 (pseudo-t hept, J = 6,8,
1,4 Hz, 1H, -CH,-CH=C(CH;“*)CH;"*"), 4,58 (br. d, J = 7,0, Hz, 2H, -O-CH,-CH=C(CH3)-
CHy-), 2,54 (hept, J = 7,0 Hz, 1H, (CH3),CHC=0), 2,15-2,07 (m, 2H, -CH,-
CH=C(CH;“*)CH5"""™), 2,07-2,01 (m, 2H, -O-CH,-CH=C(CH3)-CH,), 1,70 (br. s, 3H,-O-
CH,-CH=C(CHs)-CH,-), 1,68 (br. d, J = 1,0 Hz, 3H, -CH,-CH=C(CH;“*)CH;"“"), 1,60 (br.
s, 3H, -CH,-CH=C(CH;“*)CH;5"*"*), 1,16 (d, J = 7,0 Hz, 6H, (CH3),CHC=0); >C NMR (101
MHz, CDCls) & 177,3 ((CH3),CHC=0), 142,0 (O-CH,-CH=C(CH3)-CH,-), 131,9 (-CH,-
CH=C(CH;")CH5"""), 124,0 (-CH,-CH=C(CH;“*)CH;"*"), 118,8 (O-CH,-CH=C(CHjs)-
CHy-), 61,4 (O-CH,-CH=C(CH;3)-CH>-), 39,7 (O-CH,-CH=C(CH;)-CH-), 34,2
((CH3),CHC=0), 26,5 (-CH,-CH=C(CH;“*)CH;"“"), 25,8 (-CH,-CH=C(CH;")CH;"""),
19,2 ((CH3),CHC=0), 17,8 (-CH,-CH=C(CH;"*)CH5"*"), 16,6 (O-CH,-CH=C(CH3)-CH,-).

Neril-izobutanoat (U) — RI (DB-5) = 1482; MS (EIL, 70 eV), m/z (rel. int, %): 224
[M]" (0,2), 181 [M — CsH;T" (0,1), 154 (2,2), 136 (13.,9), 121 (34,1), 107 (8.6), 93 (68.3), 80
(26,8), 69 [(CH3),C=CCH,]" (100), 53 (9,9), 41 (53,1); '"H NMR (400 MHz, CDCl3) & 5,35
(pseudo-t sext, J =17,2, 1,3 Hz, 1H, -O-CH,-CH=C(CH3)-CH;-), 5,10 (pseudo-t hept, J = 6,9,
1,4 Hz, 1H, -CH,-CH=C(CH;"*)CH;"*"), 4,56 (br. d, J = 7,2 Hz, 2H, -O-CH,-CH=C(CHj3)-
CH»-), 2,53 (hept, J = 7,0 Hz, 1H, (CH3),CHC=0), 2,15-2,03 (m, 4H, -CH,-CH,-), 1,76
(pseudo-q, J = 1,3 Hz, 3H, -O-CH,-CH=C(CHj)-CH,-), 1,68 (br. s, 3H, -CH;-
CH=C(CH;"*)CH5"" ), 1,60 (br. s, 3H, -CH,-CH=C(CH;"*)CH5"*"), 1,16 (d, J = 7,0 Hz,
6H, (CH3),CHC=0); >*C NMR (101 MHz, CDCl5) § 177,3 ((CH3),CHC=0), 142.4 (O-CH,-
CH=C(CH3)-CH,-), 132,2 (-CH,-CH=C(CH;“*)CH5"™"), 123,38 (-CH,-
CH=C(CH;“*)CH;""), 119,6 (O-CH,-CH=C(CH3)-CH,-), 61,1 (O-CH,-CH=C(CH3)-CH>-),
34,2 ((CH3),CHC=0), 32,4 (O-CH,-CH=C(CH3)-CH,-), 26,8 (-CH,-CH=C(CH;*)CH;"""™),
25,8 (-CH,-CH=C(CH;"*)CH;"“"), 23,6 (O-CH,-CH=C(CH3)-CH,-), 19,2 ((CH3),CHC=0),
17,8(-CH,-CH=C(CH;“*)CH;"""™).
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4.8. ISPITIVANJE ANTIMIKROBNE AKTIVNOSTI

4.8.1. KORISCENI MIKROORGANIZMI

Za odreCivanje antimikrobne aktivnosti etarskih ulja, izolovanih i sintetisanih
jedinjenja koris¢eno je trinaest Gram-pozitivnih, devet Gram-negativnih sojeva bakterija i
sedam fungalnih mikroorganizama (tabela 4.2). Plesni Aspergillus fumigatus, A. restrictus,
Acremonium chrysogenum, 1 Penicillium chrysogenum izolovane su iz praSine dusSeka,
identifikovane od strane dr B. Rankovica, sa Instituta za biologiju, Prirodno-matemati¢kog
fakulteta u Kragujevcu, a gajene na podlozi od krompir dekstroznog agra (PDA). Klini¢ki

izolati bakterija su nabavljeni iz Instituta za javno zdravlje u Kragujevcu 1 Instituta za javno

zdravlje u NiSu. Gram-negativna bakterija E. coli 95 nabavljena je iz Instituta za imunologiju

i virologiju ,,Torlak” iz Beograda.

TABELA 4.2. MIKROORGANIZMI KORISCENI ZA ISPITIVANJE ANTIMIKROBNE AKTIVNOSTI

GRAM-POZITIVNE BAKTERIJE

Bacillus cereus ATCC 9139, izolat iz hrane

Bacillus subtilis ATCC 6633

Clostridium perfringens ATCC 19574

Clostridium sporogenes ATCC 19404

Micrococcus flavus ATCC 10240

Corynebacterium pyogenes ATCC 19411

Sarcina lutea ATCC 9341, izolat iz hrane

Staphylococcus aureus ATCC 6538, ATCC 25923,ATCC 27853, klinicki izolat
Escherichia coli ATCC 8739, ATCC 25922, Torlak 95, klinicki izolat
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, klini¢ki izolat

Proteus vulgaris ATCC 8427

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Salmonella enterica ATCC13076

Candida albicans ATCC 10231

Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763

PLESNI

Acremonium chrysogenum izolat iz prasine duseka
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NASTAVAK TABELE 4.2.

Aspergillus fumigatus izolat iz prasine duseka
Aspergillus niger ATCC 16404
Aspergillus restrictus izolat iz prasine duseka
Penicillium chrysogenum izolat iz prasine duseka

4.8.2. TESTIRANJE IN VITRO ANTIMIKROBNE AKTIVNOSTI

Ispitivanje antimikrobne aktivnosti vr§eno je mikrodilucionom metodom (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2007). OdreCivanje minimalne inhibitorne koncentracije
(MIC) vrseno je metodom serije razblaZzenja na mikrotitarskim ploama sa 96 bunarica.
Bakterije su kultivisane na Miler Hinton (Mueller Hinton) agru (MHA; Merck, Darmstat,
Nemacka), na 37 °C, a gljivice na Sabouraud dekstroznom agru (SDA; Difco Laboratories,
Detroit, SAD), na 30 °C. Posle 18 ¢asova kultivisanja, napravljena je bakterijska suspenzija u
Miler Hinton bujonu, pri ¢emu je broj mikroorganizama standardizovan na 0,5 jedinica na
Mekfarlandovoj (McFarland) skali $to je pra¢eno turbidimetrijskom metodom. Konacna
koncentracija bakterijskog inokuluma iznosila je 5 x 10° CFU/ml. Suspenzije gljivica su
napravljene u Sabouraud dekstroznom agru (SDA). Broj Zivih mikroorganizama utvrCen je
koriS¢enjem hemocitometra (za bakterije) i prebrojavanjem u Thoma chamber (za gljivice).

Fungalni inokulum je iznosio 1 x 10* CFU/ml.

Uzorci za testiranje su pripremljeni rastvaranjem u 10%-tnom vodenom rastvoru
DMSO (etarsko ulje vrste L. europaeus - uzorak A), 70%-tnom EtOH (euroabienol (I)) ili u
0,05%-tnoj emulziji Tween-a 80 u vodi (3-metil-2-alkanoni S;9). Pocetna koncentracija
uzoraka za testiranje iznosila je 10,0 mg/ml za etarsko ulje vrste L. europaeus, 11,5 mg/ml za
euroabienol 1 37,0 mg/ml za 3-metil-2-alkanone. Za svaki uzorak je, razblaZzivanjem u odnosu
1 : 1, napravljena serija od 10 razblaZzenja osnovnog rastvora. Mikrotitarske plo¢e (Carl Roth
GmbH + Co.KG, Karlsrue, Nemacka) su, nakon dodavanja inokuluma, u bunari¢e ploce,
inkubirane na 37 °C u toku 24 casa (bakterije) ili na 30 °C u toku 48 casa (gljivice). Rast
bakterija je vizualizovan dodavanjem 20 pupl 0,5%-tnog vodenog rastvora 2,3,5-
trifeniltetrazolijum-hlorida (TTC; Merck, Darmstat, Nemacka). Amoksicilin, Tetraciklin 1
Nistatin (Galenika, Beograd, Srbija) su kori§¢eni kao pozitivne, a odgovarajuci rastvaraci kao

negativne kontrole. MIC je definisan kao najniza koncentracija ispitivanog uzorka koja
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sprecava vidljiv rast mikroorganizma (crveno obojenje na dnu bunari¢a nakon dodavanja
TTC-a), dok minimalna baktericidna/fungicidna koncentracija (MBC/MFC) ozna¢ava najnizu
koncentraciju koja ubija 99,9% ¢elija. Prilikom odreCivanja MBC/MFC, bujon je uzet iz svih
bunari¢a bez vidljivog rasta, inokuliran i inkubiran u toku 24 ¢asa na 37 °C za bakterije ili u

toku 48 Casa na 30 °C za gljivice ¢iji je rast pracen. Testovi su ponavljani Cetiri puta.
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4.9. STATISTICKA ANALIZA

Jednostrana analiza varijanse (ANOVA) koris¢ena je za statistiCku obradu dobijenih
podataka i utvrCivanja znaéajnosti razlika izmeCu srednjih vrednosti. U svim statistickim

analizama, interval poverenja bio je 95%.

4.9.1. MULTIVARIJANTNA ANALIZA: METODA ANALIZE GLAVNE KOMPONENTE I

AGLOMERATIVNA HIJERARHIJSKA KLASTER ANALIZA

Metoda analize glavne komponente (PCA) 1 aglomerativna hijerarhijska klaster
analiza (AHC) dobijenih setova podataka (procentni sastav etarskih ulja) vrSena je pomocu
Excel plug-in programa XLSTAT, verzije 2014.4. Obe metode su primenjene na slede¢im
setovima varijabli: originalne varijable (procentualni sadrzaj sastojaka koji je ve¢i od 1%) i
sume procenata klasa jedinjenja (monoterpeni (M), seskviterpeni (S), diterpeni (D), jedinjenja
izvedena iz Sikimatnog biosintetskog puta (SM), jedinjenja izvedena iz metabolizma masnih
kiselina (MMK) i ostalo (O) — kao Sesta klasa). U slu¢aju AHC analize primenjeni su:
Pirsonova (Pearson) razlika (kao kriterijum grupisanja koriSéeni su prosto povezivanje,
proseéna veza izmeCu grupa unweighted-pair-group average i potpuno povezivanje) i
Euklidska udaljenost (kriterijum grupisanja: proseéna veza izmeCu grupa - unweighted pair-

group average 1 Vardov (Ward) metod). VrSena je PCA analiza Pirsonovog (n) tipa.

4.10. MOLEKULSKO MODELOVANJE
Optimizacija geometrije i izraunavanja termodinamiénih svojstava elemenala su

izvrS§ena pomocu MM?2 (molecular mechanics force-field) metode inkorporirane u

ChemBio3D Ultra 12.0 softverski paket.
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5.1. SEKUNDARNI METABOLITI BILJNE VRSTE L. EUROPAEUS L.

5.1.1. HEMIJSKI SASTAV ETARSKIH ULJA BILJNE VRSTE L. EUROPAEUS

Sastav etarskih ulja nadzemnih delova biljne vrste L. europaeus L. (Lamiaceae) iz
faze punog cveta (uzorak A) i faze zrelih plodova (uzorak B) je dat u tabeli 5.1. U uzorku A
je identifikovano ukupno 185 sastojaka koji su Cinili 88,7% ovog ulja, dok je u uzorku B
identifikovano 122 sastojka, Sto je predstavljalo 93,9% tog ulja. Terpeni su bili
najzastupljenija klasa (81,3%-uzorak A 1 80,4%-uzorak B) sa mnogo vec¢im udelom
seskviterpena (56,7%-A 1 54,2%-B) u odnosu monoterpene i diterpene. Glavni sastojak u oba
ulja je bio (E)-B-kariofilen (82) (13,9%-A i 25,7%-B), koga su sledili Siobunol (181) u ulju A
(slika 5.1) sa 9,7% (nije detektovan u uzorku B) i kariofilen-oksid (83) u ulju B sa 12,5% (i
svega 2,4% u uzorku A). Osim po ovoj neravnomernoj distribuciji glavnih seskviterpena, ova
dva ulja su se meCusobmo razlikovala i po odnosu koli¢ina monoterpena i diterpena. Dok su u
fazi punog cveta bili zastupljeniji diterpeni (15,6% naspram 1,6%), poput (E,E)-geranil-
linaloola (182) 1 (E)-fitola (183) (slika 5.1), u fazi zrelog semena su bili zastupljeniji
monoterpeni (24,6% naspram 8,8%). UocCene razlike u sastavu ova dva etarska ulja bi se
mogle povezati sa razliitim stepenom razvica biljke tj. fenofaze u kojoj se nalazio biljni
materijal iz koga su ova ulja izolovana. MeCu monoterpenima su dominirali oksigenovani
acikliéni derivati od kojih je najzastupljeniji bio (E)-hotrienol (184) (slika 5.1), sa 4,5% u
uzorku A 1 13,7% u uzorku B. Ovaj monoterpen privlacnog, vo¢nog mirisa (Yuasa i Yasushi,
2003) je redak biljni metabolit, koji se hidrodestilacijom najceS¢e dobija samo u tragovima,
jer se pretetno nalazi u glikozidno vezanom obliku (Praczko 1 Gora, 2001; Schwab et al.,
1989). Do sada je (E)-hotrienol naCen kao jedan od glavnih sastojaka etarskih ulja kod svega
nekoliko ornamentalnih biljaka i drveca: Tilia cordata (Fitsiou et al., 2007), Chimonanthus
praecox (Yoshitaka et al., 1990) 1 Garcinia macrophylla (Andrade et al., 2007). Prijatnom
mirisu, na zelenu travu, ovih etarskih ulja sigurno su doprineli i tzv. green leafT derivati ¢iji je

sadrtaj u oba uzorka bio oko 4%. Na kraju, kao malozastupljeni sastojci detektovana su

T Pod terminom green leaf derivati podrazumeva se skup isparljivih organskih jedinjenja koja se oslobaCaju neposredno
nakon mehanic¢kog ostecenja biljnog tkiva. Ovi sekundarni metaboliti nastaju iz metabolizma masnih kiselina dejstvom
kiseonik-zavisnih oksidaza koje se nalaze u listovima skoro svih biljaka, a strukturno gledano najces$ce predstavljaju

aldehide, alkohole i njihove estre sa 6 C-atoma u ugljovodoni¢nom nizu (Matsui et al., 2012).
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jedinjenja izvedena iz metabolizma masnih kiselina poput: n-alkana, kao i nekih izo- i

anteizo-izomera, zatim, dugolanc¢anih aldehida normalnog niza i estara masnih kiselina.

SLIKA 5.1. NEKI OD GLAVNIH SASTOJAKA ETARSKIH ULJA BILINE VRSTE L. EUROPAEUS

Postoje ocigledne razlike izmeCu rezultata naseg i prethodnih istrativanja, i to ne
samo u broju identifikovanih sastojaka, $to je bilo i za ocekivati, s obzirom da su koriséene
savremenije metode analize vece osetljivosti, ve¢ i u identitetu detektovanih metabolita. U
prethodna dva ispitivanja hemijskog sastava etarskog ulja biljne vrste L. europaeus
identifikovano je svega 13 (Sharipov et al., 1969), odnosno 10 sastojaka (Lawrence, 1989). U
prvom istrativanju Saripov i saradnici (Sharipov et al., 1969) su nasli da ova biljna vrsta
proizvodi iskljuivo monoterpene kao sastojke etarskog ulja, i to sa monocikli¢cnim p-
mentanskim 1 biciklicnim skeletom, kao i neke oksigenovane aciklicne monoterpene.
Geraniol (67) i bornil-acetat (77) su jedini zajednicki sastojci za nasa i ovo prethodno
analizirano ulje. Ni jedan od drugih ciklicnih monoterpena (poput o-pinena (74), kamfena
(75), y-terpinena (71)) nije naCen u na§im uzorcima. Rezultati druge analize sastava ulja vrste
L. europaeus (Lawrence, 1989) su u mnogo boljoj saglasnosti sa rezultatima naSe analize, jer
je i tada naCeno da u ulju dominiraju seskviterpeni, sa (E)-B-kariofilenom (82) (24,9%) i (E)-
B-farnezenom (78) (17,0%) kao glavnim sastojcima. MeCutim, ni u ovoj, kao ni u
prvopomenutoj analizi, nije detektovan nijedan diterpen, kao ni hotrienol (184) koji je bio
jedan od glavnih sastojaka u nasem ulju iz faze zrelih plodova (uzorak B). Pobrojane razlike
u sastavu etarskih ulja ove biljne vrste bi se mogle objasniti postojanjem razliitih
hemotipova ovog taksona, ili je upotreba savremenijih metoda analize omogucila dobijanje
mnogo potpunijih i detaljnijih podataka o sastavu etarskog ulja ove vrste. TakoCe ne bi
trebalo da se zanemare i1 neki drugi faktori, poput vremena berbe, moguce infekcije, napada

insekta 1 sl., koji mogu dovesti do promene u profilu isparljivih sastojka ove biljne vrste.
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TABELA 5.1. HEMIJSKI SASTAV ETARSKIH ULJA BILINE VRSTE L. EUROPAEUS

UzorAK A Uzorak B' METODA

JEDINJENJE . KLASA
%" IDENTIFIKACIJE

730 3-Metil-1-butanol tr” - H RI, MS, Col™
733 2-Metil-1-butanol tr - H RI, MS, Col
762 1-Pentanol tr - GL RI, MS, Col
765 (Z£)-2-Penten-1-o0l tr - GL RI, MS
800 Oktan tr - (0] RI, MS, Col
830 4-Metil-1-pentanol tr - o RI, MS
839 Furfural tr - GL RI, MS, Col
844 (E)-3-Heksen-1-ol tr 0,1 GL RI, MS, Col
850 (2)-3-Heksen-1-o0l 3,1 1,5 GL RI, MS, Col
858 (2)-2-Heksen-1-o0l tr 0,6 GL RI, MS, Col
861 1-Heksanol 0,2 0,6 GL RI, MS, Col
886 2-Butilfuran tr - GL RI, MS
944 3-Etil-1-okten - tr (0] MS
968 Benzaldehid tr tr (0] RI, MS, Col
975 1-Okten-3-on tr - GL RI, MS
977 1-Okten-3-ol (64) 0,6 0,7 GL RL, MS
983 6-Metil-5-hepten-2-on tr 0,1 CR RI, MS
984 2-Oktanon tr - GL RI, MS
990 2-Pentilfuran tr tr GL RI, MS
992 6-Metil-5-hepten-2-ol tr tr CR RI, MS
997 3-Oktanol (63) 0,1 0,1 GL RI, MS
1004  (Z)-3-Heksenil-acetat tr - GL RI, MS, Col
1026  2-Etil-1-heksanol tr - o RI, MS, Col
1033 (2)-B-Ocimen 0,1 0,2 M RI, MS
1038  2,6,6-Trimetilcikloheksanon - tr CR RI, MS
1045  (E)-p-Ocimen tr 0,1 M RI, MS
1046  Fenilacetaldehid 0,1 0,6 (0] RI, MS, Col
1051 2,6-]?imeti1-2,6-0ktadien”” ] 02 M MS
(syn." Deoksigeraniol)
1066  (E)-2-Okten-1-ol tr - GL RI, MS
1068 1-Oktanol tr tr GL RI, MS, Col
1070  Acetofenon tr - (0] RI, MS, Col
1093  4,8-Dimetil-1,3,7-nonatrien (Izomer 1'*) tr - M RI, MS
1100  Undekan tr tr (0] RI, MS, Col
1105  (E)-Hotrienol (184) 4,5 13,7 M RI, MS
1106  Nonanal tr tr GL RI, MS
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1113 (E)-4,8-Dimetilnona-1,3,7-trien 0,1 0,2 M RI, MS
1117  3-Oktil-acetat tr 0,1 GL RI, MS
1123 2,6-Dimetil-1,3,5,7-oktatetraen*" tr - M MS
1129  (Z)-Epoksiocimen tr - M RI, MS
1131 (3E,5E)-2,6-Dimetil-1,3,5,7-oktatetraen tr - M RI, MS
1139  (E)-Epoksiocimen tr - M RI, MS
1143  egzo-lzocitral tr tr M/CR RI, MS
1154  (2E.6Z)-2,6-Nonadienal tr tr GL RI, MS
1160  (2)-1zocitral 0,1 0,3 M/CR RI, MS
1163  Lavandulol tr - M RI, MS
1170 1-Nonanol tr - GL RI, MS
1175  (3E,57)-1,3,5-Undekatrien tr - (¢} RI, MS
1176  Borneol - 0,2 M RI, MS, Col
1179  (E)-Izocitral 0,1 0,2 M/CR RI, MS
1180 1-Decen-3-ol tr - GL RI, MS
1184  (Z)-3-Heksenil-butanoat tr - GL RI, MS, Col
1184  Terpinen-4-ol tr tr M RI, MS, Col
1185  1,3,5-Undekatrien™” tr - 0] MS
1189 1-Feniletil-acetat tr - (0] RI, MS
1196  (E)-3-Heksenil-butanoat tr - GL RI, MS, Col
1198 a-Terpineol tr 0,1 M RI, MS, Col
1200  Dodekan 0,1 0,1 (0] RI, MS, Col
1200  Metil-salicilat - tr (0] RI, MS, Col
1202 Safranal tr tr CR RI, MS
1206  Dekanal tr 0,1 GL RI, MS, Col
1222 B-Ciklocitral 0,1 0,2 CR RI, MS
1232 2,3-Epoksigeranial tr - M MS
1234  (Z)-3-Heksenil-2-metilbutanoat tr - GL RI, MS, Col
1239  Neral 1,5 3,5 M RI, MS, Col
1250  Geraniol (67) tr - M RI, MS, Col
1258  (2,6,6-Trimetil-1-cikloheksen-1-il)-acetaldehid tr tr CR RI, MS
1263  (E)-2-Decenal tr 0,1 GL RI, MS
1269  Geranial 2,4 5,9 M RI, MS, Col
1282  Lavandulil-acetat tr - M RI, MS
1286  Bornil-acetat (77) - tr M RI, MS, Col
1293  Dihidroedulan I tr - CR RI, MS
1300  Tridekan 0,1 0,2 (0] RI, MS, Col
1309  Undekanal tr tr GL RI, MS
1321 (2E,4E)-2,4-Dekadienal tr - GL RI, MS
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1350  a-Kubeben tr tr S RI, MS
1358  (E)-Solanon tr - (0] RI, MS
1366  (E)-2-Undecenal tr tr GL RI, MS
1373  a-llangen tr tr S RI, MS
1380 a-Kopaen 0,1 0,3 S RI, MS
1381  (E)-B-Damascenon tr tr CR RI, MS
1388 B-Burbonen 0,3 1,6 S RI, MS
1390  B-Kubeben - 0,3 S RI, MS
1392 B-Elemen (92) 0,6 - S RI, MS
1395  (Z)-1zoeugenol tr - o RI, MS
1396  Dihidro-y-jonon - 0,1 CR RI, MS
1400  Tetradekan tr - (0] RI, MS, Col
1409  (Z)-B-Kariofilen tr 0,8 S RI, MS
1411  (E)-p-Damaskon tr tr CR RI, MS
1411 a-Gurjunen 1,0 - S RI, MS
1427  (E)-B-Kariofilen (82) 13,9 25,7 S RI, MS, Col
1430  Akora-3,5-dien tr - S RI, MS
1432 y-Elemen tr - S RI, MS
1434 B-Kopaen 0,1 0,3 S RI, MS
1438  a-Gvajen tr tr S RI, MS
1448 Geranilaceton 0,9 5,6 CR RI, MS
1449  cis-Murola-3,5-dien tr - S RI, MS
1451 6,10-Dimetil-5,9-undekadien-2-ol"" 0,2 1,3 CR MS
1453  trans-Murola-3,5-dien tr tr S RI, MS
1456  alo-Aromadendren tr - S RI, MS
1461  a-Humulen (81) 1,3 1,7 S RI, MS, Col
1463  9-epi-(E)-Kariofilen 0,5 tr S RI, MS
1466  cis-Murola-4(14),5-dien tr - S RI, MS
1476  trans-Kadina-1(6),4-dien tr - S RI, MS
1478  y-Murolen (93) 0,5 0,2 S RI, MS
1480  (E)-B-Jonon tr 0,1 CR RI, MS, Col
1482  ar-Kurkumen - tr S RI, MS
1485  Germakren D (79) 1,2 1,0 S RI, MS, Col
1489  cis-B-Gvajen 0,1 tr S RI, MS
1494  (-Selinen (95) 0,1 - S RI, MS
1496  trans-Murola-4(14),5-dien 0,1 tr S RI, MS
1499  epi-Kubebol tr 0,3 S RI, MS
1500  Biciklogermakren 0,9 - S RI, MS
1501 a-Murolen 0,5 tr S RI, MS
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1511 B-Kurkumen - tr S RI, MS
1512  (2)-y-Bisabolen - tr S RI, MS
1512 Germakren A 0,3 - S RI, MS
1517  y-Kadinen 0,6 0,3 S RI, MS
1518  Kubebol - tr S RL MS
1519  endo-1-Burbonanol - tr S RI, MS
1522 8-Kadinen (80) 29 0,8 S RI, MS
1524  trans-Kalamenen tr tr S RI, MS
1527  Zonaren tr - S RI, MS
1534 10-epi-Kubebol 0,2 tr N RI, MS
1536  trans-Kadina-1,4-dien tr - S RI, MS
1540  a-Kadinen 0,1 tr S RI, MS
1545  o-Kalakoren tr tr S RI, MS
1550  Hedikariol tr tr S RI, MS
1551  Elemol 0,1 0,1 S RL, MS
1551  cis-Murola-5-en-4f-ol tr - S RI, MS
1555  Izokariofilen-oksid - 0,2 S RI, MS
1557  cis-Murola-5-en-4a-ol tr - S RI, MS
1564 Germakren B 0,3 tr S RI, MS
1566  p-Kalakoren tr - S RI, MS
1574 (3E,7E)-4,8,12-Trimetil-1,3,7,11- o« " S RL MS

tridekatetraen

1576  Palustrol 0,8 - S RI, MS
1582 Germakren D-4-ol 3,9 0,4 S RI, MS
1588  Kariofilen-oksid (83) 2,4 12,5 S RI, MS, Col
1600  Viridiflorol tr - S RI, MS
1600  Gvajol 1.4 1,0 S RL, MS
1602  Humulen-epoksid I tr tr S RI, MS
1611  Ledol 2,6 - S RI, MS
1616  Humulen-epoksid II tr 0,7 S RI, MS
1619  1,10-di-epi-Kubenol 0,8 - S RI, MS
1625  (6E.87)-4,6,8-Megastigmatrien-3-on tr tr CR RI, MS
1630  Murola-4,10(14)-dien-1-o0l 0,1 0,3 S RI, MS
1631 1-epi-Kubenol 0,2 tr S RI, MS
1639  Kariofila-4(12),8(13)-dien-5a-ol 0,5 0,8 S RI, MS
1642  Kariofila-4(12),8(13)-dien-5f-ol 0,7 2,5 S RL, MS
1646  epi-o-Kadinol (syn. t-Kadinol) 1,2 0,4 S RI, MS
1648  epi-a-Murolol (syn. t-Murolol) 1,8 tr S RI, MS
1651  a-Murolol (syn. Torejol) tr tr S RI, MS
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1659  a-Kadinol 3,6 0,6 S RI, MS
1669  Bulnezol 0,6 0,1 S RI, MS
1672 14-Hidroksi-9-epi-(E)-kariofilen tr 0,9 S RI, MS
1689  Germakra-4(15),5,10(14)-trien-1a-ol 0,7 0,4 S RI, MS
1702  Siobunol (181) 9,7 - S RI, MS
1710  (2E,6Z)-Farnezal 0,2 tr S RI, MS
1716  Pentadekanal tr 0,3 (0] RI, MS
1738  (2E,6E)-Farnezal tr - S RI, MS
1745  Mint-sulfid tr - S RI, MS
1771  Benzil-benzoat tr - (0] RI, MS, Col
1788  Fenantren tr - (0] RI, MS, Col
1817  Heksadekanal tr tr (0] RI, MS, Col
1823  Izopropil-tetradekanoat tr - (¢} RI, MS, Col
1841  Heksahidrofarnezilaceton 0,1 0,1 CR RI, MS
1881 1-Heksadekanol 0,1 tr (0] RI, MS, Col
1909 (5E,9E)-Farnezilaceton 0,6 0,6 CR RI, MS
1925  Metil-heksadekanoat tr tr o RI, MS, Col
1960  (Z,2)-Geranil-linalool 0,5 tr D RI, MS
1961  Heksadekanska kiselina tr - (0] RI, MS, Col
1986  (£,Z)-Geranil-linalool 0,2 - D RI, MS
2015  Neidentifikovani sastojak 1* 1,7 - D

2025  (E,E)-Geranil-linalool (182) 7,6 1,1 D RI, MS
2084 1-Oktadekanol 0,2 - (0] RI, MS, Col
2087  Metil-(2)-9-oktadecenoat (syn. Metil-oleat) - tr o RI, MS, Col
2100  Heneikosan tr tr o RI, MS, Col
2105  Neidentifikovani sastojak 2" 0,9 - D

2110  (E)-Fitol (183) 47 0,5 D RI, MS
2200 Dokozan - tr (0] RI, MS, Col
2225  Eikozanal tr tr (0] RI, MS
2263  2-Metildokozan tr - o RI, MS
2300  Trikozan 0,1 tr (0] RI, MS, Col
2400  Tetrakozan tr tr (0] RI, MS, Col
2430  Dokozanal tr - (0] RI, MS
2463  2-Metiltetrakozan tr - (0] RI, MS
2500  Pentakozan 0,2 tr (0] RI, MS, Col
2572  3-Metilpentakozan tr - o RI, MS
2600 Heksakozan tr tr (0] RI, MS, Col
2633  Tetrakozanal tr - (0] RI, MS
2662  2-Metilheksakozan tr - O RI, MS
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2700  Heptakozan 0,2 0,1 (0] RI, MS, Col
2773 3-Metilheptakozan tr - o RI, MS
2800  Oktakozan tr tr (0] RI, MS, Col
2811  (sve E)-Skvalen tr - o RI, MS, Col
2863  2-Metiloktakozan tr - (0] RI, MS
2900  Nonakozan 0,2 0,2 (@) RI, MS, Col
2973  3-Metilnonakozan tr - (0] RI, MS
3000  Triakontan tr (0] RI, MS, Col
3100  Hentriakontan 0,2 (0] RI, MS, Col
3200  Dotriakontan tr - (0] RI, MS, Col
3300  Tritriakontan tr - (0] RI, MS, Col

UKUPNO IDENTIFIKOVANO 88,7 (185)" 93,9 (122)
TERPENI 81,3 (95) 80,4 (68)

HEMITERPENT (H) TR (2) -
MONOTERPENI (M) 8,8 (20) 24,6 (14)
UGLJOVODONICI 0,2 (6) 0,7 (4)
OKSIGENOVANI 8,6 (14) 23,9 (10)
ACIKLICNI 8,8 (18) 24,3 (10)
SESKVITERPENI (S) 56,9 (67) 54,2 (51)
UGLJOVODONICI 25,4 (37) 33,0 (27)
OKSIGENOVANI 31,5 (30) 21,2 (24)
DITERPENI (D) 15,6 (6) | E))
GREEN LEAF DERIVATI (GL) 4,0 (29) 3,9 (15)
JEDINJENJE IZVEDENA 1Z KAROTENOIDA (CR) 1,9 (14) 8,1 (15)
OsTALO (O) 1,5 (47) 1,5 (24)

" jedinjenja su navedena po redosledu eluiranja sa DB-SMS kolone (RI eksperimentalno odreCeni retencioni indeksi na pomenutoj koloni
koinjekcijom homologe serije n-alkana C7-Cyp);

" uzorak etarskog ulja dobijen hidrodestilacijom svet eg biljnog materijala iz faze punog cveta;

i uzorak etarskog ulja dobijen hidrodestilacijom svefeg biljnog materijala iz faze zrelih plodova;

 srednja vrednost tri analize;

Y tr - trag (<0,05%);

" -/ nije detektovano;

" RI - uporeCivanjem eksperimentalno dobijenih RI vrednosti sa literaturnim podacima; MS - uporeCivanjem masenih spektara sa
spektrima iz biblioteka; Col - GC koinjektiranjem standardnih supstanci;

" nije utvrCen tadan stereoizomer;

¥ syn.- sinonim;

“MS(EL 70 eV), m/z (rel. int, %): 270 (0,6), 245 (0,3), 218 (9,1), 203 (2,0), 189 (0,8), 175 (5,5), 161 (2,5), 147 (13,2), 134 (10,0), 121
(7,2), 107 (24,5), 93 (13,8), 81 (29,3), 71 (100), 69 (71,8), 55 (11,7), 43 (22,6), 41 (37,5);

Y MS(EL 70 V), m/z (rel. int, %): 288 (0,2), 270 (1,1), 255 (0,4), 245 (0,5), 227 (0,5), 218 (2,2), 203 (2,9), 190 (1,8), 175 (4,7), 159
(3,7), 147 (6,3), 133 (18,3), 123 (17,4), 107 (37,5), 94 (38,1), 81 (35,7), 71 (79,1), 69 (100), 55 (15,9), 43 (25,5), 41 (43,7);

1 zagradi je dat broj identifikovanih sastojaka koji pripadaju odreCenoj klasi.
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5.1.1.1. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST ETARSKOG ULJA BILJINE VRSTE L.

EUROPAEUS

Predstavnici roda Lycopus, pre svega vrste L. europaeus 1 L. lucidus, imaju Siroku
upotrebu kako u tradicionalnoj, tako i u zvani¢noj medicini (Yu et al., 2011). MeCutim, do
sada je ispitivana samo bioloSka aktivnost etarskog ulja vrste L. lucidus Turcz i pokazano je
da poseduje antitumorsku, antimikrobnu, antioksidantnu i akaricidnu aktivnost (Yang i Lee,
2012; Yu et al., 2011). Imajuéi ovo u vidu odluceno je da se ispita in vitro antimikrobna
aktivnost etarskog ulje vrste L. europaeus.

Etarsko ulje biljne vrste L. europaeus iz faze punog cveta (uzorak A) je jedino
dobijeno u dovoljnoj koliCini za testiranje antimikrobne aktivnosti. Testiranje je vrSeno
mikrodilucionom metodom prema preporukama americkog Nacionalnog komiteta za klinicke
laboratorijske standarde (National Committee for Clinical Laboratory Standards-NCCLS,
2007). KoriS¢eni su kontrolni laboratorijski sojevi mikroorganizama American Type Culture
Collection (ATCC; Manassas, Virdtinija, SAD) i Instituta za virusologiju i imunologiju
, Torlak” iz Beograda, klini¢ki izolati i izolati iz hrane, kao i neki fungalni sojevi izolovani iz
prasine duseka, veoma Cesti u ljudskom okrut enju i, veruje se, odgovorni za alergijske bolesti
respiratornog trakta (odeljak 4.8.1). Aktivnost uzorka je ispitana na petnaest bakterijskih
sojeva 1 Sest fungalnih mikroorganizama. Rezultati testiranja su dati u tabeli 5.2, a na osnovu
njih se mote reci da je etarsko ulje vrste L. europaeus pokazalo Sirok dijapazon dejstva, od
toga da je potpuno neaktivno prema nekim sojevima do aktivnosti umerenog intenziteta u
poreCenju sa pozitivnim kontrolama (Amoksicilin ili Nistatin). Ulje je ispoljilo posebnu
selektivnost ka dva Gram-negativna soja, Escherichia coli (klini¢ki izolat) 1 Klebsiella
pneumoniae ATCC 10031, gde je doSlo do inhibicije rasta ovih mikroogranizama pri
koncentraciji od 0,156 mg/ml, ali koja je ipak bila daleko viSa u odnosu na standardni
antibiotik Amoksicilin (MIC = 0,0025 mg/ml). Minimalna vrednost baktericidne
koncentracije od 0,312 mg/ml je, takoCe, naCena u sluéaju gore pomenutog soja E. coli, §to je
od posebne vatnosti imajuci u vidu da se radi o kliniCkom izolatu koji je obiéno rezistentniji
u odnosu na standardne ATCC sojeve. Pri testiranim koncentracijama ulje je bilo potpuno
neaktivno prema dva soja bakterija: Salmonella enterica ATCC 13076 i1 Micrococcus flavus
ATCC 10240. Pored antibakterijskog dejstva ulje je pokazalo aktivnost i protiv fungalnih

mikroorganizama, a najosetljivija je bila plesan Aspergillus fumigatus (MIC = 0,625 mg/ml;
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MFC = 5,00 mg/ml). U sustini, moglo bi se re¢i da je ulje vrste L. europaeus bilo nesto
aktivnije prema sojevima bakterija, u odnosu na gljivice.

U prethodnom istrativanju je naCeno da su standardni soj Staphylococcus aureus
(ATCC 25923; MIC = 6,25 mg/ml), meticilin-rezistentni S. aureus (MIC = 6,25 mg/ml) i
lucidus. UoCena aktivnost je pripisana glavnim sastojcima ulja, terpenima a-humulenu (81),
(E)-B-kariofilenu (82), B-mircenu (91) i B-pinenu (89) jer je za njih ranije utvrCeno da
poseduju antimikrobna svojstva (Yu et al., 2011). Testiranja antimikrobne aktivnosti ulja L.
europaeus 1 L. lucidus su vrSena na dva ista mikroorganizma i u slucaju soja S. aureus
(ATCC 25923) ulje L. europaeus je bilo neznatno aktivnije (MIC = 5 mg/ml naspram MIC =
6,25 mg/ml), dok je soj E. coli ATCC 25922 (MIC = 5,00 mg/ml naspram MIC = 25,0

TABELA 5.2. MINIMALNE INHIBITORNE (MIC) I MINIMALNE BAKTERICIDNE/FUNGICIDNE KONCENTRACIJE

(MBC/MFC) ETARSKOG ULJA VRSTE L. EUROPAEUS

MIC MBC/MFC  AMOKSICILIN  NISTATIN
MIKROORGANIZMI

(mg/ml) (mg/ml) (pg/ml) (pg/ml)

Gram-negativne bakterije

E. coli klinicki izolat 0,156 0,312 2,50 NT
E. coli ATCC 25922 5,00 5,00 5,00 NT
E. coli ATCC 8739 5,00 >10,0 5,00 NT
E. coli Torlak 95 5,00 >10,0 5,00 NT
K. pneumoniae ATCC 10031 0,156 2,50 5,00 NT
K. pneumoniae klinicki izolat 5,00 10,0 5,00 NT
P. vulgaris ATCC 8427 5,00 10,0 5,00 NT
S. enterica ATCC 13076 /" / 5,00 NT

Gram-pozitivne bakterije

S. aureus ATCC 25923 5,00 5,00 2,50 NT
S. aureus klinicki izolat 2,50 >10,0 2,50 NT
C. perfringens ATCC 19574 1,25 1,25 5,00 NT
C. sporogenes ATCC 19404 2,50 10,0 2,50 NT
S. lutea ATCC 9341 5,00 >10,0 1,75 NT
M. flavus ATCC 10240 / / 5,00 NT
B. subtilis ATCC 6633 5,00 5,00 1,75 NT
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Gljivice

C. albicans ATCC 10231 10,0 10,0 NT 2,5
S. cerevisiae ATCC 9763 2,50 5,00 NT 1,75
Plesni

A. chrysogenum izolat iz prasine duseka 10,0 10,0 NT 0,0390
A. fumigatus izolat iz prasine duseka 0,625 5,00 NT 0,0390
A. restrictus izolat iz prasine duseka 5,00 10,0 NT 0,0780
P. chrysogenum izolat iz prasine duseka 10,0 10,0 NT 0,0390
"nije testirano;

“ nije aktivno pri testiranim koncentracijama.
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5.1.2. SEKUNDARNI METABOLITI PLODOVA BILJNE VRSTE L. EUROPAEUS
5.1.2.1. HEMIJSKI SASTAV POVRSINSKIH VOSKOVA

Hemijski sastav povrSinskih voskova plodova vrste L. europaeus je dat u tabeli 5.3.
Analiza je omogucila identifikaciju 43 sastojaka koji su predstavljali 98,6% dihlormetanskog
ispirka nezrelih plodova (uzorak C;), odnosno 99% zrelih plodova (uzorak D). n-Alkani su
dominirali u oba uzorka sa sadrf ajem od 85% (uzorak Cy) 1 82,3% (uzorak D), a sledili su ih
anteizo- (7,1%-uzorak Ci 1 7,6%-uzorak D) i izo-alkani (5,7%- Ci 1 7,1%- D). Sadrtaj
racvastih alkana u plodovima vrste L. europaeus je bio znaCajno visi u odnosu na druge vise
biljke (Reddy et al., 2000). Jedan od izuzetaka je duvan, Nicotiana tabacum L. (Solanaceae),
za koji je naCeno da mote da sadrti skoro iste kolidine anteizo-, izo- i n-alkana (Kavouras et
al., 1998). Nedavno istrativanje je pokazalo da se ova relativno visoka zastupljenost anteizo-
i izo-alkana u duvanu mote iskoristiti i za utvrGvanje nivoa zagaCenja duvanskim dimom
kako u zatvorenim, tako i na otvorenim prostorima (Kavouras et al., 1998; Rogge et al.,
1994).

Identifikacija n-alkana je potvrCea GC koinjekcijom standardnih supstanci (tj.
komercijalno dostupne smeSe serije n-alkana od C; do C49) sa uzorcima C; 1 Dy. Racvasti,
izo- i anteizo-, alkani su meCusobno, a i u odnosu na n-alkane, razlikovani na osnovu
karakteristi¢éne fragmentacije u masenim spektrima koja podrazumeva raskidanje veza u
susedstvu tercijarnog C-atoma kojim nastaju joni razliCitth masa i intenziteta za ove dve
homologe serije regioizomera. Kod obe ove serije izomernih racvastih alkana pretetno se
raskida C2—C3 veza pri ¢emu nastaju karakteristicni, relativno intenzivni, joni [M — C3H;]" i
[M — C,Hs]", za izo- odnosno anteizo-izomere (slika 5.2; Stedman, 1968). Upravo pomenute
razlike u fragmentaciji u masenim spektrima su koriS¢ene zajedno sa vrednostima RI koje su
dostupne u literaturi (Zaikin i Borisov, 2002; po kojima pripadnici izo-serije eluiraju nesto

brt e sa GC kolone u odnosu na anteizo-izomere) pri identifikaciji ovih raévastih alkana.
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SLIKA 5.2. MASENI SPEKTRI 2-METILHEKSAKOZANA (@), 3-METILHEKSAKOZANA (b) I HEPTAKOZANA (¢) SA NAZNACENIM
KARAKTERISTICNIM FRAGMENTNIM JONIMA. U SPEKTRU (b) JON NA M/Z 207 POTICE OD ISPARAVANJA STACIONARNE FAZE

KOLONE (COLUMN BLEED)
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Distribucija povrsinskih n-alkana plodova vrste L. europaeus je uobiCajena za vise
biljke. Sadr{aj n-alkana sa neparnim brojem C-atoma u nizu je bio ve¢i u odnosu na one sa
parnim, a najzastupljeniji alkan u oba uzorka je bio nonakozan. ProseCna dufina
ugljovodoni¢nog niza (Average Chain Length - ACL) je iznosila 29,52 (uzorak C;) i 28,93
(uzorak D4), 1 bila je pracena visokim vrednostima ugljenicnog preferencijalnog
(neparno/parno) indeksa (Carbon Preference Index - CPI) od 6,94 (uzorak Cy) 1 6,72 (uzorak
D;). Vrednosti za CPI i ACL su izraCunate na osnovu modifikovane formule koju su
predlot ili Reddy i saradnici (2000).* Kod anteizo-alkana sa ve¢im udelom su bili homolozi sa
parnim brojem C-atoma (ACL = 28,80 i 27,96), dok su kod izo-alkana ponovo bili
zastupljeniji oni sa neparnim brojem C-atoma u nizu (ACL = 29,17 1 28,81). Ovakva
raspodela alkana je uoCena 1 ranije kod pripadnika familije Lamiaceae, npr. kod roda
Micromeria (Reddy et al., 2000), a posledica je neznatnih razlika u biosintetskim putevima
kojima ove vrste alkana nastaju. Biosinteza glavnih sastojaka voskova se odvija istim putem
kojim nastaju i masne kiseline, a sastoji se od viSestrukih, uzastopnih elongacija
odgovarajuceg startera gradivnom jedinicom koja sadrti dva C-atoma (tzv. C, ili ,,acetatna”
jedinica), a koja nastaje iz malonil-koenzima A (malonil-CoA) (Shepherd i Griffiths, 2006).
Svaki ovaj ciklus elongacije (tj. dodatak C, jedinice) sastoji se iz Cetiri koraka: (i) Klajzenove
kondenzacije pracene sukcesivhom dekarboksilacijom, (i7) stereospecificne redukcije
karbonilne grupe, (iii) stereospecificne dehidratacije tj. eliminacije molekula H,O 1 (iv)
redukcije dvogube veze u koraku Majklove adicije (slika 5.3). U primarnom elongacionom
sistemu, smeStenom u hloroplastima, se ovakvim elongaciono-kondenzacionim procesom, de
novo sintetiSu acil nizovi (acil-CoA) do Cj¢ 1/ili Cys, koji se zatim produt avaju do Cs niza, ili
cak 1 dalje, u endoplazmaticnom retikulumu pomoc¢u sekundarnog elongacionog sistema. Na
kraju, modifikacijama acil-CoA niza mogu nastati razli¢iti proizvodi poput alkana, aldehida,
primarnih alkohola, alkil estara, sekundarnih alkohola, ketona 1 nekih drugih
polioksigenovanih jedinjenja. Smatra se da alkani najverovatnije nastaju u dvofaznom
procesu koji obuhvata redukciju acil-CoA niza i dekabonilaciju nastalog aldehida (Shepherd i
Griffiths, 2006). Vrsta startera je osnovni faktor koji diktira distribuciju izomernih alkana.
Kod n- 1 izo-alkana dominiraju homolozi sa neparnim brojem C-atoma jer starteri u njihovoj

biosintezi C,, acetil-CoA (koji nastaje iz piruvata), i C4, izobutiril-CoA (koji nastaje iz

Y(procenat alkana sa nepranim brojem C—atoma u nizu) . EICG1x)) . . . .
i ACL = ———=, gde je [C/] sadrt aj alkana sa j C-atoma u nizu.
Y(procenat alkana sa parnim brojem C—atoma u nizu) cleh gde] [ ]] rta) J

cpl=

84



REZULTATI I DISKUSIJA

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANIH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

valina), sadrte paran broj C-atoma, dok starter sa neparnim brojem C-atoma, Cs, 2-
metilbutiril-CoA (koji nastaje iz izoleucina), u biosintezi anteizo-alkana uslovljava vecu
zastupljenost homologa sa parnim brojem C-atoma (Youping et al., 2010). U prethodnom
istrativanju je naCeno da povrsinski alkani listova vrste L. europaeus imaju veoma sliénu
raspodelu u kojoj su, takoCe dominirali homolozi sa neparnim brojem C-atoma (CPI = 6,73),
ali je njen maksimum bio pomeren za jednu C, jedinicu, tj. najzastupljeniji homolog je bio

hentriakontan (C;;) (Maffei, 1994).

TABELA 5.3. HEMIJSKI SASTAV POVSINSKIH VOSKOVA PLODOVA BILINE VRSTE L. EUROPAEUS

UZORAK C,” UZORAK D"
JEDINJENJE . KLASA
o
1200 Dodekan” tr" tr N
1300 Tridekan® tr 0,4 N
1391 1-Tetradecen tr tr 6]
1400 Tetradekan” tr tr N
1592 1-Heksadecen tr tr 6]
1600 Heksadekan” tr tr N
1700 Heptadekan” tr tr N
1793 1-Oktadecen tr tr U
1800 Oktadekan” tr tr N
1900 Nonadekan” tr tr N
1993 1-Eikozen tr -~ U
2000 Eikozan" tr tr N
2100 Heneikozan” tr tr N
2200 Dokozan" tr - N
2293 1-Trikozen - tr U
2300 Trikozan” 0,5 1,2 N
2393 1-Tetrakozen - tr U
2400 Tetrakozan” tr tr N
2461 2-Metiltetrakozan tr tr 1
2500 Pentakozan"” 1,7 3,9 N
2561 2-Metilpentakozan tr tr 1
2570 3-Metilpentakozan 0,5 1,0 A
2600 Heksakozan® 0,8 1,5 N
2660 2-Metilheksakozan 0,7 1,5 1
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2670 3-Metilheksakozan tr tr A
2700 Heptakozan” 10,6 14,3 N
2761 2-Metilheptakozan tr tr I
2771 3-Metilheptakozan 2,5 33 A
2800 Oktakozan" 3,9 4,2 N
2808 (sve E)-Skvalen” 0,8 2,1 o
2861 2-Metiloktakozan 2,0 2,4 I
2871 3-Metiloktakozan tr tr A
2900 Nonakozan” 30,9 31,1 N
2960 2-Metilnonakozan tr tr I
2971 3-Metilnonakozan 2,0 2,1 A
3000 Triakontan” 4,2 33 N
3061 2-Metiltriakontan 1,9 2,0 1
3100 Hentriakontan" 25,1 17,1 N
3161 2-Metilhentriakontan tr tr I
3171 3-Metilhentriakontan 1,4 1,2 A
3200 Dotriakontan” 2,1 1,3 N
3261 2-Metildotriakontan 1,1 1,2 1
3271 3-Metildotriakontan tr - A
3300 Tritriakontan” 5,2 3.9 N
3371 3-Metiltritriakontan 0,7 tr A

UKUPNO IDENTIFIKOVANO 98,6 (43)"™ 99,0 (43)

ALKANI 97,8 (38) 97,0 (37)
n-ALKANI (N) 85 (21) 82,3 (21)
izo-ALKANI (1) 5,7 (9) 7,1 (9)
anteizo-ALKANI (A) 7,1(8) 7,6 (7)
ALKENI (U) TR (4) TR (5)
OSTALO (O) 0,8 (1) 2 (1)

"jedinjenja su navedena po redosledu eluiranja sa DB-5MS kolone (RI eksperimentalno odreCeni retencioni indeksi na

pomenutoj koloni koinjekcijom homologe serije n-alkana C;-Cyg);

Tuzorak povriinskih voskova sa nezrelih plodova;

il wzorak povrinskih voskova sa zrelih plodova;

¥ srednja vrednost tri ponavljanja;

¥ identifikacija sastojaka je, osim uporeCivanjem eksperimentalno dobijenih RI vrednosti sa literaturnim podacima i
uporeCivanjem masenih spektara sa spektrima iz biblioteka, potvrCena i GC koinjektiranjem standardnih supstanci;

Ytr - trag (<0,05%);

Y _/ nije detektovano;

viii

u zagradi je dat broj identifikovanih sastojaka koji pripadaju odreCenoj klasi.
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5.1.2.2. HEMIJSKI SASTAV VEZANIH MASNIH KISELINA

Vezane masne kiseline plodova biljne vrste L. europaeus prevedene su u metil estre
pomocu bazno-katalizovane transesterifikacije (MeONa/MeOH), a dobijeni metil estri su
analizirani GC-MS metodom. U uzorku C, (nezreli plodovi), je ukupno identifikovano 23, a
u uzorku D, (zreli plodovi) 30 metil estara masnih kiselina. Identifikovani metil estri
predstavljali su 96,2% (uzorak C,), odnosno 98,9% (uzorak D), svih detektovanih estara
masnih kiselina, a navedeni su u tabeli 5.4 prema redosledu eluiranja sa DB-5MS kolone. U
cilju poboljSanja rezolucije pojedinih delimi¢no preklopljenih pikova u gasnom
hromatogramu (npr. estara oleinske i linolne kiseline (tabela 5.4)), vezane masne kiseline
plodova biljne vrste L. europaeus su prevedene i u terc-butil estre, takoCe, pomoéu bazno-
katalizovane transesterifikacije (‘BuOK/ '‘BuOH). Naime, u jednom prethodnom istrat ivanju
je pokazano da se neke mono-nezasi¢ene masne kiseline (poput oleinske, vakcenske i
petroselinske kiseline) ne mogu razdvojiti gasnom hromatografijom u obliku njihovih metil
estara, dok je razdvajanje njihovih n-butil estara bilo ostvarivo (Thies, 1995). U naSem
sluéaju, GC-MS analiza terc-butil derivata se pokazala izuzetno pogodnom za meCusobno
razdvajanje 1 kvantifikaciju dve nezasi¢ene masne kiseline, oleinske 1 linolne, a da je pritom
zadrtana rezolucija derivata svih ostalih masnih kiselina (tabela 5.5). TakoCe mote se
zapaziti da je razlika u retencionim indeksima izmeCu terc-butil i odgovarajuéih metil estara
(ARI = RI(RCOO'Bu) — RI(RCOOMe)) konstantna i da se nalazi u opsegu izmeCu 125 i 132
jedinice, pa se mot e iskoristiti kao dodatni parametar u potvrdi identifikacije. Maseni spektri
terc-butil estara skoro svih identifikovanih masnih kiselina, kao 1 maseni spektri nekih metil
estara racvastih masnih kiselina nisu bili dostupni u literaturi do sada (tabele 5.4 1 5.5). U
literaturi je jedino bio dostupan maseni spektar terc-butil-palmitata (Wiley Registry of Mass
Spectral Data 9" Edition).

MeCu vezanim masnim kiselinama plodova biljne vrste L. europaeus dominirale su
nezasi¢ene masne kiseline (sa 85,8% u uzorku C; 1 91,7 % u uzorku D;), dok je sadrtaj
zasi¢enih masnih kiselina bio dosta nifi (sa 10,4% u uzorku C, 1 7,2 % u uzorku D).
Kvalitativni i kvantitativni sastav vezanih masnih kiselina plodova L. europaeus se, kao i kod
drugih visih biljaka, odlikuje visokim sadrfajem uobiCajenih masnih kiselina, poput
palmitinske, linolne 1 linoleinske, a zajedno one su ¢inile preko 90% ukupnih masnih kiselina.

Ovaj rezultat je u saglasnosti sa opStim stavom da vise biljke, u najvecoj meri, sadrte C;6—Ci3
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masne kiseline normalnog niza sa parnim brojem C-atoma (Tsydendambaev et al., 2004).
MeCutim, u sastav lipida plodova L. europaeus ulazi i veéi broj neuobiajenih masnih
kiselina, poput masnih kiselina veoma dugog niza (C,p—Css), masnih kiselina sa neparnim
brojem C-atoma u lancu (C;5—C,3), kao i1 raévaste masne kiseline izo- (Cjg 1 Cy—Cp4) 1
anteizo-niza (Cys 1 Cy3), koje su detektovane u malim koli¢inama. Ove masne kiseline nisu
bile naCene u prethodna dva istrativanja koja su se bavila sastavom vezanih masnih kiselina

plodova biljne vrste L. europaeus (Kozlowski et al., 1998; Lotti i Averna, 1969).

TABELA 5.4. HEMIJSKI SASTAV MASNIH KISELINA PLODOVA BILINE VRSTE L. EUROPAEUS (METIL ESTRI)

UzoRAK C3"  Uzorak D;™ METODA
JEDINJENJE _  KlIasA ‘
%" IDENTIFIKACIJE
1524  Metil-dodekanoat (syn.” Metil-laurat) tr” i NM RI, MS, CoI™
1724  Metil-tetradekanoat (syn. Metil-miristat) tr tr NM RI, MS, Col
1795  Metil-12-metiltetradekanoat tr - AM RI, MS
1824  Metil-pentadekanoat tr tr NM RI, MS
1886  Metil-14-metilpentadekanoat tr - M RI, MS, Col
1902 Metil-(Z)-9-heksadecenoat (syn. Metil- " - UM RL, MS, Col
palmitooleat)
1924  Metil-heksadekanoat (syn. Metil-palmitat) 5,6 4,2 NM RI, MS, Col
1995  Metil-14-metilheksadekanoat tr - AM RI, MS
1999  Metil-(E)-9-heptadecenoat tr tr UM RI, MS
2024  Metil-heptadekanoat 0,2 tr NM RI, MS
Metil-(Z,2)-9,12-oktadekadienoat (syn. Metil-
2089 linoleat) + Metil (Z)-9-oktadecenoat (syn. Metil- 38,1 31,5 UM RI, MS, Col
oleat)
2008 Metil-(Z,2,7)-9,12,15-oktadekatrienoat 472 58.5 UM RL, MS, Col
(syn. Metil-linolenat)
2102  Metil-(E)-9-oktadecenoat (syn. Metil-elaidat) - 1,4 UM RI, MS
2125  Metil-oktadekanoat (syn. Metil-stearat) 3,3 2,4 NM RI, MS, Col
2196  Metil-16-metiloktadekanoat tr tr AM RI, MS
2200  Metil-(2)-9-nonadecenoat tr - UM RI, MS
2224  Metil-nonadekanoat tr tr NM RI, MS
2288  Metil-18-metilnonadekanoat™ 0,1 tr M RI, MS
2292  Metil-(Z,Z2)-11,14-eikozadienoat - tr UM RI, MS
2298  Metil-(Z2)-9-eikozenoat 0,5 0,3 UM RI, MS
2326  Metil-eikozanoat (syn. Metil-arahidat) 0,8 0,4 NM RI, MS, Col
2398  Metil-18-metileikozanoat™ tr tr AM RI, MS
2426  Metil-heneikozanoat tr - NM RI, MS
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2489  Metil-20-metilheneikozanoat™ tr tr M RI, MS
2526  Metil-dokozanoat (syn. Metil-behenat) 0,3 0,2 NM RI, MS, Col
2598  Metil-20-metildokozanoat™ tr - AM RI, MS
2627  Metil-trikozanoat tr tr NM RI, MS
2689  Metil-22-metiltrikozanoat™ tr tr M RI, MS
2728  Metil-tetrakozanoat (syn. Metil-lignocerat) 0,1 tr NM RI, MS
2928  Metil-heksakozanoat tr - NM RI, MS
3128  Metil-oktakozanoat tr - NM RI, MS

UKUPNO IDENTIFIKOVANO 96,2 (30)™ 98,9 (23)

METIL ESTRI ZASICENIH MASNIH KISELINA 10,4 (23) 7,2 (15)
NORMALNOG NizA (NM) 10,3 (14) 7,2 (10)
ANTEIZO (AM) TR (5) TR (2)
[zo (IM) 0,1(4) TR (3)

" METIL ESTRI NEZASICENIH MASNIH KISELINA (UM) 85,8 (7) 91,7 (8)

" jedinjenja su navedena po redosledu eluiranja sa DB-5MS kolone (RI eksperimentalno odreCeni retencioni indeksi na
pomenutoj koloni koinjekcijom homologe serije n-alkana C;-Cy);

" metil estri dobijeni nakon bazno-katalizovane transesterifikacije (MeONa/MeOH) trigliceridne frakcije dihlormetanskog
ekstrakta nezrelih plodova;

i metil estri dobijeni nakon bazno-katalizovane transesterifikacije (MeONa/MeOH) trigliceridne frakcije dihlormetanskog
ekstrakta zrelih plodova;

¥ srednja vrednost tri ponavljanja;

Vsyn.- sinonim;

" tr- trag (<0,05%);

Y _/nije detektovano;

V¥ R1 - uporeCivanjem eksperimentalno dobijenih RI vrednosti sa literaturnim podacima (kako retencioni indeksi za metil
estre izo- i anteizo-masnih kiselina nisu dostupni u literaturi, oni su racunati pomocu jednostavne jednacine RI (izo- ili
anteizo-RCOOMe) = RI(n-RCOOMe) — ARI, gde je za izo-izomere ARI = 38, a za anteizo- ARl = 29); MS-
uporeCivanjem masenih spektara sa spektrima iz biblioteka; Col- GC koinjektiranjem standardnih supstanci;

N“MS(EI, 70 eV), m/z (rel. int. %): 326 (15,2), 283 (7,9), 199 (7.,3), 143 (17,9), 129 (11,1), 111 (12), 97 (18,5), 87 (74), 74
(100), 55 (44,1), 44 (46,1);

“MS(EI, 70 eV), m/z (rel. int.%): 340 (15,8), 241 (15,3), 191 (13,6), 143 (22,1), 129 (14,3), 97 (19,8), 87 (70,8), 74 (100),
57 (62,3), 44 (69);

“MS(EL 70 eV), m/z (rel. int.%): 354 (16,3), 143 (18,2), 133 (17), 95 (21,8), 87 (78,9), 74 (99,8), 69,1 (29.9), 55 (54), 44
(100);

YIMS(EL 70 eV), m/z (rel. int.%): 143 (17,2), 133 (27,3), 96 (32.,4), 87 (36,9), 83 (39.4), 74 (49,7), 55 (30,6), 44 (100);
MIMS(EL 70 €V), m/z (rel. int.%): 191 (33,2), 133 (28,7), 96 (31,8), 91 (38.7), 87 (20,6), 74 (46,5), 55 (22,6), 44 (100);

1 zagradi je dat broj identifikovanih sastojaka koji pripadaju odreCenoj klasi.
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Kako zasi¢ene, tako i nezasi¢ene masne kiseline, sa vise od 20 C-atoma u nizu se
smatraju retkim metabolitima, iako su naCene kod nekih mikroba, insekata, biljaka i t ivotinja
(u njihovim organima ili proizvodima), kao i kod ljudi koji pate od patobiohemijskih
poremeéaja (npr. defekt kod o- i B-oksidacije masnih kiselina) (Rezanka i Sigler, 2009).
Racvaste izo- i anteizo-masne kiseline, takoCe imaju veoma ograniéenu rasprostranjenost
kod visih biljaka. Najéeséa je 14-metilpalmitinska kiselina, koja je naCena u liséu
golosemenica (gde predstavlja jedan od hemotaksonomskih markera), u iglicama nekoliko
vrsta bora i drugih Cetinara, kao i u ulju plodova biljne vrste Ginkgo biloba (Mongrand et al.,
2001). Za razliku od visih biljaka, ove ra¢vaste masne kiseline su Siroko rasprostranjenje kod
bakterija 1 imaju veoma vatnu ulogu u njihovoj sistematici gde se njihov sastav koristi kao
korisno pomo¢no sredstvo pri njihovoj identifikaciji (Kaneda, 1991). Pored toga,
ustanovljeno je da glavni aspekt kriotolerantne fiziologije nekih vrsta bakterija, poput onih iz
roda Listeria, predstavlja visok sadrtaj racvastih masnih kiselina niske tacke mr{njenja u
¢elijskoj membrani, koje omogucavaju normalno funkcionicanje ¢elijske membrane i1 na
niskim temperaturama (Mastronicolis et al., 2005). TakoCe pretpostavlja se da je povecan
sadrt aj zasi¢enih kiselina veoma dugog niza i racvastih masnih kiselina u voskovima nekih
alpskih biljnih vrsta povezan sa zastitnom ulogom ovih voskova u njthovoj egzistenciji u
uslovima tako ekstremnog ekosistema (Tsydendambaev et al., 2004).

U oba analizirana uzorka detektovane su jedino izo-masne kiseline sa parnim brojem
C-atoma 1 anteizo-masne kiseline sa neparnim brojem C-atoma u ugljovodoni¢énom nizu. Kao
§to se i moglo ocekivati, ova raspodela je suprotna onoj naCenoj za izo- i anteizo-alkane, ali
potpuno u skladu sa prethodno pomenutom biosintezom glavnih sastojaka voskova gde
dekarboksilacijom® masnih kiselina sa parnim brojem C-atoma (C,H.,+;COOH; gde je n +1
= 2k) nastaju alkani sa neparnim brojem C-atoma u nizu (C,H,+2; gde je n +1 = 2k), 1
obrnuto (slika 5.3). U skladu sa ovim biosintetskim putem je 1 odsustvo masnih kiselina koje
bi trebalo da su prekursori u biosintezi najzastupljenijih alkana, kao 1 prisustvo samo
malozastupljenih alkana koji bi trebalo da imaju najzastupljenije masne kiseline kao supstrate

za dekarboksilaciju.

$ PrevoCenje masnih kiselina u alkane je dvofazni proces i obuhvata redukciju kiseline do aldehida koju sledi dekarbonilacija

nastalog aldehida, ali se mote sumarno posmatrati kao proces dekarboksilacije.
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TABELA 5.5. HEMIJSKI SASTAV MASNIH KISELINA PLODOVA BILINE VRSTE L. EUROPAEUS (terc-BUTIL ESTRI)

UZORAK D,

AR”  JEDINJENJE

(%)i\'

1856 132 terc-Butil-tetradekanoat” "' tr"” NB
1900 130 terc-Butil-(Z)-9-heksadecenoat™ tr UB
2054 130 terc-Butil-heksadekanoat” 3,5 NB
2125 130 terc-Butil-14-metilheksadekanoat™ tr AB
2154 129 terc-Butil-heptadekanoat” tr NB
2219 130 terc-Butil-(Z,2)-9,12-oktadekadienoat” 28,7 UB
2223 130 terc-Butil-(Z)-9-oktadecenoat” ™" 1,7 UB
2228 130 terc-Butil-(Z,Z,2)-9,12,15-oktadekatrienoat” 49,6 UB
2232 130 terc-Butil-(E)-9-oktadecenoat™ 0,4 UB
2254 129 terc-Butil-oktadekanoat™ ™ 2,3 NB
2325 129 terc-Butil-16-metiloktadekanoat™ tr AB
2353 129 terc-Butil-nonadekanoat™" tr NB
2416 128 terc-Butil-18-metilnonadekanoat™" tr 1B
2426 128  terc-Butil-(Z)-9-eikozenoat™ 0,2 UB
2453 127 terc-Butil-eikozanoat” ™ 0,3 NB
2525 127 terc-Butil-18-metileikozanoat™ tr AB
2553 127 terc-Butil-heneikozanoat™ tr NB
2615 126 terc-Butil-20-metilheneikozanoat™" tr B
2652 126 terc-Butil-dokozanoat” ™" 0,2 NB
2725 127 terc-Butil-20-metildokozanoat™ tr AB
2853 125 terc-Butil-tetrakozanoat™" tr NB

UKUPNO IDENTIFIKOVANO 86,9 (21 )A\i\'l'll

terc-BUTIL ESTRI ZASICENIH MASNIH KISELINA 6,3 (15)
NORMALNOG NIZA (NB) 6.3 (9)
ANTEIZO (AB) TR (4)
1zo (IB) TR (2)

terc-BUTIL ESTRI NEZASICENIH MASNIH KISELINA (UM) 80,6 (6)

'jedinjenja su navedena po redosledu eluiranja sa DB-5MS kolone (RI eksperimentalno odreCeni retencioni indeksi na pomenutoj koloni
koinjekcijom homologe serije n-alkana C7-Ca);

“razlika u retencionim indeksima izmeCii ferc-butil i odgovarajuéih metil estara (ARI = RRCOO'Bu) — RIRCOOMe));

" terc-butil estri dobijeni nakon bazno-katalizovane transesterifikacije (‘BuONa/'BuOH) trigliceridne frakcije dihlormetamskog ekstrakta
zrelih plodova;

" srednja vrednost tri ponavljanja;

" identifikacija sastojaka je, osim uporeCivanjem eksperimentalno dobijenih RI vrednosti sa literaturnim podacima i uporeCivanjem
masenih spektara sa spektrima iz biblioteka, potvrCena i GC koinjektiranjem standardnih supstanci;

Y MS(EL 70 eV), m/z (rel. int, %): 229 (25,2), 211 (7,2), 191 (9,8), 96 (13,7), 57 (100), 56 (34,2), 44 (56,6), 41 (33,5);

Y tr- trag (<0,05%);

ViEMS(EL 70 eV), m/z (rel. int, %): 237 (15,9), 191 (8,8), 151 (5,2), 133 (7.,3), 111 (8,6), 97 (18), 96 (18,1), 83 (18,1), 73 (9,8), 69 (23),
57 (100), 56 (19,1), 44 (45,2), 41 (46,1);
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NASTAVAK TABELE 5.5

FMS(EL 70 eV), m/z (rel. int, %): 271 (24.,9), 269 (2,3), 253 (2,6), 191 (4,0), 177 (3,1), 129 (4,2), 109 (3,5), 96 (9,9), 83 (7.,3), 69 (11,5),
57 (100), 56 (32,8), 41 (31);

*MS(EL 70 eV), m/z (rel. int, %): 271 (16,6), 253 (4), 222 (4,7), 191 (2,6), 163 (3.3), 149 (8,9), 135 (10,8), 121 (16,1), 108 (33,2), 95
(65,7), 81 (65.8), 79 (100), 67 (89,5), 57 (64,5), 55 (78,8), 41 (76,6);

*MS(EL 70 eV), m/z (rel. int, %): 336 (0,1), 280 (26,3), 279 (18,1), 263 (17,8), 237 (0,5), 223 (1,2), 209 (1,6), 195 (1,5), 182 (2,2), 163
(1,9), 149 (3.6), 137 (7,6), 123 (12,4), 109 (17,4), 95 (35,5), 81 (43.9), 67 (50), 57 (100), 41 (34,2);

i MS(EL 70 eV), m/z (rel. int, %): 338 (0,1), 282 (2,9), 280 (3.6), 265 (14,4, 235 (1,1), 222 (3,3), 207 (3.2), 193 (1,4), 179 (2), 165
(2,7), 135 (4,2), 125 (4,9), 111 (10,3), 95 (19,9), 83 (22,1), 69 (28,5), 57 (100), 41 (36,6);

“MS(EL 70 eV, m/z (rel. int, %): 334 (0,1), 278 (14,9), 277 (15,6), 261 (10,8), 235 (1,7), 222 (6), 221 (5), 209 (3), 193 (1,1), 173 (1,9),
163 (2,5), 149 (7.8), 135 (13,2), 121 (15,5), 108 (22,2), 95 (31,1), 79 (54,2), 67 (34,7), 57 (100), 41 (35,8);

“* MS(EL 70 eV), m/z (rel. int, %): 338 (0,1), 282 (2,9), 280 (3,6), 265 (14,4), 235 (1,1), 222 (3.3), 207 (3.,2), 193 (1,4), 179 (2), 165
(2,7), 135 (4,2), 125 (4,9), 111 (10,3), 95 (19,9), 83 (22,1), 69 (28,5), 57 (100), 41 (36,6);

™ MS(EL 70 eV), m/z (rel. int, %): 285 (33), 284 (12,1), 267 (7.5), 241 (1,6), 222 (0,4), 185 (1,7), 171 (0,7), 167 (0,3), 143 (0.6), 129
(2.8), 111 (2,3), 97 (4,4), 85 (5), 71 (7.,3), 57 (100), 41 (18,7);

™ MS(EL 70 eV), m/z (tel. int, %): 299 (16,5), 281 (6,2), 277 (6,2), 241 (1,6, 191 (2,9), 185 (1,7), 171 (1,7), 163 (1,9), 149 (3.3), 133
(4,9), 121 (5,2), 108 (5,8), 95 (16,6), 79 (22,7), 67 (21), 57 (100), 41 (32,3);

i MS(EL 70 eV), m/z (rel. int, %): 299 (18,9), 281 (15,1), 261 (6,6), 191 (11,6), 149 (11,3), 133 (13,3), 121 (19.8), 108 (25,1), 95
(58,8), 79 (78,2), 67 (78,4), 57 (100), 44 (76,3), 41 (75,9);

i MS(EL 70 eV), m/z (rel. int, %): 313 (27,1), 277 (4,3), 191 (4,2), 177 (2,4), 163 (2), 149 (2,4), 133 (4,5), 119 (3,6), 109 (6,4), 95 (13),
79 (13.8), 67 (16,5), 57 (100), 43 (24,7);

“* MS(EL 70 eV), m/z (rel. int, %): 310 (2,3), 293 (12,5), 273 (1), 249 (1,7), 235 (1,6), 221 (1,4), 193 (1,7), 179 (1,6), 165 (1,9), 151
(2,3), 135 (2,6), 125 (5,3), 111 (10,7), 97 (18,2), 83 (20,3), 69 (25.5), 57 (100), 41 (30,8);

“ MS(EL 70 eV), m/z (rel. int, %): 313 (31,3), 295 (5,6), 269 (1), 241 (0,4), 227 (0,5), 213 (0,9), 185 (1,1), 171 (0,8), 157 (0,7), 129
(.1, 111 (2,3), 97 (5,1), 85 (5.4), 71 (8.2), 57 (100), 41 (19,2);

= MS(EL 70 eV), m/z (rel. int, %): 327 (27.,2), 191 (8), 177 (3,2), 167 (5,2), 133 (7,5), 111 (5.3), 96 (13,2), 83 (12,2), 67 (19,6), 57
(100), 43 (31,8);

=iMS(EL 70 eV), m/z (rel. int, %): 327 (24,7, 191 (23,2), 177 (8,6), 133 (23.8), 117 (12,7), 96 (44.,2), 79 (38.3), 67 (39,7), 57 (98,6), 44
(100);

=i MS(EL 70 eV), m/z (rel. int, %): 341 (20,1), 191 (18,6), 147 (8,6), 133 (14.6), 117 (10,6), 96 (30), 79 (27.8), 67 (24,8), 57 (100), 44
(73.,5);

= MS(EL 70 eV), m/z (tel. int, %): 341 (27,3), 323 (5.2), 203 (1,3), 191 (3,6), 177 (2), 163 (1,5), 149 (2,4), 131 (44,4), 117 (11), 101
(12),95 (11,7), 79 (15,3), 67 (14,3), 57 (100), 41 (28,3);

= MS(EL 70 V), m/z (rel. int, %): 355 (20,3), 191 (32.8), 177 (14,7), 147 (12,4), 133 (31,8), 117 (31,3), 105 (16,1), 96 (49), 79 (43.9),
67 (38.9), 57 (77,9), 44 (100);

=TMS(EL 70 V), m/z (rel. int, %): 369 (16,1), 191 (27.4), 177 (9,8), 147 (11,9), 133 (30,2), 117 (15,5), 96 (50.9), 79 (37.8), 67 (47), 57
(81,8), 44 (100);

xxvii

u zagradi je dat broj identifikovanih sastojaka koji pripadaju odreCenoj klasi.
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5.1.2.3. GAUSOVA DISTRIBUCIJA POVRSINSKIH ALKANA PLODOVA BILJNE

VRSTE L. EUROPAUES

Na slici 5.4 je predstavljen deo hromatograma povrSinskih ispiraka zrelih plodova
biljne vrste L. europaeus gde se jasno mote uociti da raspodela relativnih koli¢ina n-alkana
(C23—C33, sa meCusobnimrazmakom od dva C-atoma) veoma podseéa na Gausovu raspodelu.
Sliéna raspodela je vidljiva i kod homologa koji pripadaju seriji anteizo-(3-metil) 1 izo-(2-
metil)alkana. Gausova raspodela se inace naziva i normalnom (prirodnom) raspodelom, koja
se moft e interpretirati na taj nacin da je srednja vrednost u stvari idealna vrednost kojoj sama
priroda teti, a da su opatanja (tj. vrednosti merenja) sa leve ili desne strane u odnosu na nju
greSka, tj. devijacije od ,,prirodne” idealne vrednosti. Tako, mote se re¢i da Gausova
raspodela predstavlja i ,,zakon prirodne greske” (Howell, 2008). Normalna distribucija se
najcesce koristi kao prva aproksimacija pri opisivanju pojave kada realne vrednosti slu¢ajnih
promenljivih pokazuju tet nju da se grupiSu oko jedne srednje vrednosti. Stoga, posmatrano sa
statisticke strane, moglo bi se re¢i da uocena raspodela alkana kod biljne vrste L. europaeus
predstavlja odraz rada enzimskih sistema koji vrSe produkciju alkana iz de novo sintetisanih

prekursora, odnosno masnih kiselina.

SLIKA 5.4. DEO HROMATOGRAMA POVRSINSKIH ISPIRAKA PLODOVA BILINE VRSTE L. EUROPAEUS NA KOME SU OZNACENI
PIKOVI KOJI ODGOVARAJU DETEKTOVANIM n-ALKANIMA SA NEPARNIM (NN) 1 PARNIM (PN) BROJEM C-ATOMA U NIZU,

KAO I anteizo-(A) 1 izo-ALKANIMA (I)
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Veruje se da se biosinteza alkana odvija u dve kljuéne faze: (i) elongacija stearinske
ili palmitinske kiseline pomocu ,,acetatnih” jedinica i (i) modifikacije ovako dobijenih
masnih kiselina veoma dugog niza, koje sumarno dovode do dekarboksilacije, a kojima
nastaju n-alkani sa neparnim brojem C-atoma u ugljovodoni¢nom nizu. Jo$ uvek nije u
potpunosti rasvetljeno koji faktor odreCuje vecu zastupljenost homologa sa odreCenom
dutinom ugljovodoniénog niza kod ovih alifatiénih sastojaka voskova. Postoje odreCeni
dokazi koji ukazuju da u reakcijama modifikacije (npr. kod onih koje kataliSe aldehid-
reduktaza) ne postoji nikakva selektivnost prema dutini acil niza (Post-Beittenmiller, 1996).
Poslednjih godina, sve je vise dokaza koji idu u prilog pretpostavci da krajnju dutinu acil
niza uslovljava enzim koji katalizuje prvu reakciju u ciklusu elongacije mikrozomalne masne
kiseline, tj. reakciju Klajzenove kondenzacije (slika 5.3). Pretpostavlja se (na osnovu
rezultata dobijenih kod kvasaca) da je odlucujuéi faktor dubina hidrofobnog dtepa u koji se
masna kiselina veoma dugog ugljovodoni¢nog niza smesta tokom ciklusa elongacije, tako da
u trenutku kada dutina rastu¢eg acil niza prekoraci dubinu dfepa dalja elongacija nije
moguca (slika 5.5a; Denic 1 Weissman, 2007). Imaju¢i u vidu ova novija saznanja i uocenu
Gausovu raspodelu povrSinskih alkana kod plodova L. europaeus, moglo bi se re¢i da
pomenuti enzim elongaza najbolje katalizuje reakciju u kojoj, kao prekursor za dobijanje
alkana, ucestvuje upravo ona masna kiselina ¢ija dutina niza odgovara dubini hidrofobnog
dtepa ovog enzima, i da se svi ostali proizvodi elongacije mogu smatrati ofekivanom
statistickom greSkom (tj. sluajnim opatanjima) koja prati zakon normalne raspodele. Stoga
se parametri eksperimentalno odreCenih Gausovih raspodela n- i raévastih alkana (srednja
vrednost 1 standardna devijacija {) mogu protumaciti tako da p predstavlja dutinu ,,idealne”
masne kiseline, tj. one koju je priroda nameravala da proizvede (jer je kodirana u geneticCkom
materijalu), a da { predstavlja greSku enzimskih sistema koji vrSe elongaciju. Zanimljivo je
da je ova greSka kod sve Cetiri distribucije alkana plodova biljne vrste L. europaeus oko dve
»acetatne” jedinice (1,7-2,5; slika 5.6), Sto se mote povezati sa jo§ jednom karakteristikom
enzimskog sistema za elongaciju. Naime, naCeno je da interakcija terminalne metil grupe sa
taéno odreCenim ostatkom lizina, koji se nalazi na lumenskoj strani heliksa, dovodi do kraja
procesa elongacije (Denic i Weissman, 2007). TakoCe utvrCeno je i da su enzimi, u kojima je
polot aj ovog ostatka lizina bio izmenjen, tj. nalazio se jedan zavoj blite ili dalje od aktivnog
mesta, bili u potpunosti funkcionalni, ali su davali proizode koji su imali za Cetiri C-atoma

(dve ,,acetatne” jedinice) krace ili dute nizove. Ova pojava je od strane autora objasnjena

95



REZULTATI I DISKUSIJA

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANIH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

time da je rastojanje izmeCudva susedna zavoja kod ovih enzima (5,4 A) u izuzetno dobroj
saglasnosti sa dutinom zasi¢enog ugljovodoni¢nog niza koji sadrti Cetiri ugljenikova atoma
(5,3 A) (slika 5.5b). Fascinantno je poklapanje { vrednosti normalnih raspodela” povrsinskih
alkana plodova vrste L. europaeus i promena u dutini lanca do kojih dovode upravo
pomenute modifikacije na enzimima. Ovo ukazuje na to da ostaci aminokiselina koji se
nalaze na proksimalnom i distalnom zavoju u odnosu na kljuéni ostatak lizina, takoCe imaju
znaéajnu ulogu u odreCivanju dut ine masne kiseline koja se biosintetise. Ukoliko bi postojalo
viSe elongaza u kojima se ovaj kljuéni ostatak lizina nalazi u razli€itim polotajima, kao
krajnji ishod bi se mogao oéekivati set meCusono preklopljenih Gausovih raspodela alkana
koji ne bi nufno morao da ima karakteristicni opsti oblik Gausove raspodele ve¢ bi, mnogo
verovatnije, imao oblik deformisane Gausove raspodele. Sve ovo navodi na zakljucak da je
svaki organizam geneticki predodreCen dubinom hidrofobnog dtepa enzima unutar enzim-
membrana kompleksa 1 da bi raspodela alkana oko ,idealne” (srednje vrednosti)

najverovatnije trebala da ima uvek gresku od oko dve ,,acetatne jedinice”.

SLIKA 5.5. MODEL KOJIM JE ILUSTROVANO KAKO DUBINA HIDROFOBNOG DTEPA (a) I OSTATAK LIZINA NA LUMENSKOJ

Tt SIMBOLOM * SU OZNACENI POLOTAIJI LIZINA U

STRANI HELIKSA (b) ODREDUJU DUTINU ACIL NIZA KOJI SE BIOSINTETISE.
MODIFIKOVANIM ENZIMIMA. UTVRBENO JE DA JE OSTATAK LIZINA IMAO UTICAJ NA DUTINU ACIL NIZA SAMO U

POLOTAJIMA KOJI SU OZNACENI CRVENOM BOJOM

™ Za normalnu raspodelu je karakteristiéno da se interval pouzdanosti od 95% nalazi na plus-minus dve standardne
devijacije.

T Preuzeto iz Denic i Weissman (2007).
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SLIKA 5.6. GAUSOVE RASPODELE n-ALKANA SA NEPARNIM (NN, KRIVA ROZE BOJE) I PARNIM (PN, KRIVA PLAVE BOIE)
BROJEM C ATOMA U NIZU, KAO 1 anteizo-(A, KRIVA CRVENE BOJE) I izo-ALKANA (I, KRIVA PLAVE BOIJE) IZ
EPIKUTIKULARNIH VOSKOVA ZRELIH PLODOVA L. EUROPAEUS IZRATENE KROZ UCESTALOSTI (RELATIVNE ZASTUPLJENOSTI)

DODAVANJA ODREPENOG BROJA C; (,,ACETATNIH”") JEDINICA U PROCESU ELONGACIJE

Ova hipoteza nije samo podrtana raspodelom alkana kod biljne vrste L. europaeus,
ve¢ 1 raspodelama alkana kod veceg broja drugih pripadnika familije Lamiaceae, kao i onim
naCenim kod biljnih vrsta iz drugih biljnih familija (slika 5.7). Na slici 5.6 su prikazane sve
Cetiri raspodele epikutikularnih alkana plodova L. europaeus, ali u funkciju ukupnog broja C,
jedinica dodatih tokom elongacije. Kada se raspodele alkana iskatu na ovaj naCin mote se
primetiti da i parametar p varira za oko 2 ,acetatne” jedinice (od p = 12,34 kod anteizo-
alkana do p = 14,06 kod n-alkana sa neparnim brojem C-atoma). Na slici 5.7 su prikazane
Gausove raspodele n-alkana naCene kod drugih biljnih vrsta, a koje ujedno imaju razlicite
vrednosti parametara p i C. PovrSinski n-alkani listova biljne vrste L. europaeus, 1 jos dva
taksona koja pripadaju rodu Lycopus (L. exaltatus 1 L. americanus, slika 5.7a) pokazuju
raspodelu u kojoj je ok o 2 "acetatne jedinice" ali je ona centrirana na p = 15 (Maffei, 1994).
Alkani normalnog niza sa neparnim brojem C-atoma kod nekih ¢lanova roda Achillea
(Asteraceae, slika 5.7b) imaju raspodele koja veoma liée na Gausove i meCusobno su veoma
uniformne, pa se mogu opisati istim vrednostima parametara { i u (oko 2 1 14 C, jedinica)
(Pali¢ et al., 1999). MeCutim, kod predstavnika druga dva roda familije Lamiaceae, Salvia
(Maffei, 1994) i Micromeria (Reddy et al., 2000) (slika 5.7c i 5.7d), ovi parametri se
znacajno infragenetski razlikuju: npr. vrsta M. cristata ({ = 1,66, p = 14,91) odlikuje se

veoma pravilnom Gausovom raspodelom alkana, dok vrste S. sclarea ( = 1,92, u = 15,30),
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S. verticilata ({ = 1,44, p = 15,48) 1 M. thymifolia ({ = 1,81, p = 15,32) imaju poprilicno
deformisane Gausove raspodele, koje se mogu lako prepoznati po odsustvu jasnog
maksimuma, jer postoje dva dominantna, jednako zastupljena n-alkana. Ove deformacije u
raspodeli alkana u vecoj meri utiCu na vrednost parametra p nego na parametar {. Upravo
pomenuto prisustvo dva (ili viSe) glavna n-alkana u voskovima neke biljne vrste se mote
objasniti postojanjem minimum dve razliCite elongaze kod date biljne vrste. Ovim se dotiCe
jedno od najvatnijih nedoumica u biosintezi voskova, a tice se broja enzima koji uestvuje u
biosintezi C;3—Csg acil grupa (Kunst i Samuels, 2009). Kod veéine raspodela, mot e se uociti,
da $to je vrednost parametra p blita celom broju to vrednost R* (kvadrat koeficijenta
korelacije izmeCu naCene i ocekivane vrednosti) teti jedinici (>0,999), ukazujuéi da je

najverovatnije operativan samo jedan enzim.

SLIKA 5.7. GAUSOVE RASPODELE n-ALKANA SA NEPARNIM BROJEM C-ATOMA U NIZU KOD RAZLICITIH BILINIH VRSTA
IZRATENE KROZ UCESTALOSTI (RELATIVNE ZASTUPLJENOSTI) DODAVANJA ODREPENOG BROJA C, (,,ACETATNIH"’) JEDINICA
U PROCESU ELONGACUE: (a) LYCOPUS EUROPAEUS (L. EUR), L. AMERICANUS (L. AME) 1 L. ExALTATUS (L. EXA); (b)
ACHILLEA LINGULATA (A. LIN), A. NOBILIS (A. NOB) 1 A. CRITHMIFOLIA (A. CRI); (¢) SALVIA VERTICILLATA (S. VER), S.
SCLAREA (S. SCL) 1 S. PRATENSIS (S. PRA); (d) MICROMERIA CRISTATA (M. CR1), M. JULIANA (M. JUL) 1 M. THYMIFOLIA (M.

THY)
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Na kraju, uobiCajeni parametri za opisivanje raspodele alkana u uzorcima prirodnog
porekla, ACL i CPI, bi se mogli sada izraCunati, na mnogo precizniji nacin, preko analognih
parametara odgovaraju¢e Gausove raspodele. Naime, srednja vrednost (p) bi trebalo da
odgovara prosecnoj dutini ugljovodoni¢nog niza (ACL = 2 x p + 1), dok bi odnos povrSina
ispod Gausovih kriva n-alkana sa neparnim i parnim brojem C-atoma u ugljovodoni¢énom
nizu (An/Ap) trebalo da bude analogan ugljenicnom preferencijalnom indeksu (CPI). Na
primer, distribucije n-alkana sa neparnim i parnim brojem C-atoma u nizu kod plodova L.
europaeus imaju sledeée Gausove parametre (slika 5.4): pny = 14,06, {an = 1,73 1 RAw =
0,995, odnosno, ppn = 13,36, {pn = 1,96 1 R%pn = 0,991, sa odnosom Ann/Apy = 6,08, pa bi
vrednosti za ACL 1 CPI izraCunate na osnovu njih imale vrednosti 29,12 i 6,08, a one se
dobro slatu sa onim prethodno dobijenim primenom klasiéne formule (28,93 1 6,72) (Reddy
et al., 2000).

Do sada su Gausove raspodele alkana prouCavane samo u konteksu uticaja
statistickog parametra { na strukturu i mehani¢ke osobine (tj. na modul skladistenja i modul
gubitka energije) voskova u cilju boljeg razumevanja uslova pod kojim dolazi do poremecaja
unutar njih (Petitjean et al., 2010). Dobijeni rezultati su, izmeCu ostalog, pokazali da dolazi
do povecanja koli¢ine amorfne faze 1 broja kristalnih faza sa rastom standardne devijacije C.
Pored toga, utvrCeno je da koli¢ina amorfne faze, takoCe raste sa povecanjem mase izo-
alkana dodate sintetickim voskovima, ali i da je ovaj uticaj zanemarljiv do udela izo-alkana
od 12%, jer razgranati alkani, ukoliko su prisutni u manjoj meri, mogu da popune praznine ili
meCuamelarne prostore unutar kristalne resetke. Pri veéim udelima izo-alkana neureCenost
se drastiéno povecava (Petitjean et al., 2008). Cini se da nastanak amorfne faze (sastavljene
od linearnih i racvastih alkana) mot e biti izuzetno vatan i kod realnih voskova, jer se na taj
nacin ili podstice formiranje samo jednog &vrstog rastvora ili pak sprecava pojava drugih
¢vrstih rastvora (Petitjean et al., 2010). Kako epikutikularni n-alkani zrelih plodova biljne
vrste L. europaeus imaju usku raspodelu (sa vrednoscu { od oko 2), a sadrt aj racvastih alkana
je blizu 12% (tabela 5.2), oni verovatno formiraju jednu Cvrstu kristalnu povrSinu sa malim
udelom amorfnih zona (koje poCinju da se javljaju pri udelu od 11,3% (Petitjean et al.,

2010)).
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5.1.2.4. IZOLOVANJE 1 ODREDPIVANJE STRUKTURE NOVOG FENOLNOG

DITERPENA ABIETANSKOG SKELETA

Preliminarna GC-MS analiza ekstrakta plodova (oko 1 g) biljne vrste L. europaeus
ukazala je na prisustvo glavnog isparljivog sastojka I sa molekulskim jonom na m/z 362 u
delu hromatograma u kome eluiraju diterpeni. Fragmentacija koja se mogla uociti u EI-MS
spektru ovog jedinjenja je sledila karakteristican obrazac konsekutivnog gubitka molekula
siréetne kiseline i vode, pri éemu nastaju drugi i tre¢i jon po intenzitetu (M — 2 x AcOH]" i
[M — 2 x AcOH — H,0]"), ukazujuéi na &injenicu da je reé¢ o diacetilovanom molekulu. Ova
pretpostavka je bila podrtana i osnovnim jonom na m/z 43 koji odgovara acilijum jonu
CH;C=0" (slika 5.8). Nakon ove analize, ve¢a masa plodova (25 g) podvrgnuta je ekstrakciji,
a iz dobijenog ekstrakta je hromatografijom na SiO, izolovano jedinjenje I u ¢istom obliku
(prema TLC i GC-MS analizi), a njegov prinos (u odnosu na masu suvih plodova) je bio
neobiéno visok, oko 1%. Sa Cistim jedinjenjem I u rukama, bilo je moguce izvrsiti detaljnu
hemijsku i spektalnu analizu, a i ispitati njegovu antimikrobnu aktivnost u cilju odreCivanja
njegove moguce bioloske funkcije (a koja bi morala da bude znac¢ajna s obzirom na njegov

visok sadrt aj u plodovima).

SLIKA 5.8. TIC HROMATOGRAM DIHLORMETANSKOG EKSTRAKTA PLODOVA BILINE VRSTE L. EUROPAEUS SA MASENIM

SPEKTROM GLAVNOG ISPARLIIVOG SASTOJKA I
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Masenim spektrometrijom visoke rezolucije (HRMS) utvrCeno je da je molekulska
formula jedinjenja I C,sH340g. UocCeni gubitak molekula vode (slika 5.8) u EI-MS spektru
ukazivao je na prisusto jedne (ili vise) hidroksilnih grupa u ovom molekulu, Sto je bilo
podrtano i odgovarajuéom trakom u IR spektru (v(O—H) = 3389 cm'). Pored ove, u IR
spektru su se nalazile i apsorpcione trake koje su ukazivale na prisustvo i dve estarske grupe
(v(C=0) = 1727 i 1708 cm") i aromatiénog jezgra (v(Ca—H) = 3080 cm ™' i V(Ca=Ca) =
1577 ecm™). U cilju odreCivanjabroja hidroksilnih grupa u molekulu, mala koli¢ina jedinjenja
I je podvrgnuta reakciji sililovanja, pomoc¢u viska TMSCI/Et;N, pri ¢emu je dobijena smesa
jednog disililovanog (I;) i dva monosililovana derivata (I, i I3). Disililovani derivat I;, sa
molekulskim jonom na m/z 606 ([M(I;) — 2 x H + 2 x (CH3)3Si] "), poput jedinjenja I, je u EI-
MS spektru pokazivao intenzivnu fragmentaciju pracenu gubitkom dva molekula AcOH
kojom nastaje odgovarajuéi osnovni jon na m/z 486. RazliCita zastupljenost monosililovanih
derivata I, i I3 ukazivala je na postojanje dve razli¢ite OH grupe u molekulu I (slika 5.9).
Cinjenica da je proizvod I dobijen pri pokusaju totalnog deacetilovanja jedinjenja I (pomocu
rastvora CH3ONa u CH3OH) bio rastvoran u vodi, a talotio se dodatkom kiseline, potvrdila je
da je makar jedna od ove dve hidroksilne grupe fenolna. TakoCe apsorpcioni maksimumi u
UV-Vis spektru (Amax 223 (log € 4,00) 1 284 (log € 3,50) nm) su ukazivali na prisustvo

hidroksifenil hromofore.
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SLIKA 5.9. TIC HROMATOGRAM PROIZVODA SILILOVANJA JEDINJENJA I SA NJIHOVIM MASENIM SPEKTRIMA

Analizom 'H- i “C-NMR spektara je utvrCeno prisustvo izopropil grupe vezane za
aromatiéno jezgro, dve metil grupe vezane za kvaternarne sp’-hibridizovane C-atome, dva
protona sa aromati¢nog jezgra koja su meCusobro meta (J,, = 1,8 Hz, d, &y 6,77 i 6,56; 8¢
121,8 1 114,6), jedne karboksi metil (8y 3,76, 3H, s; 6¢ 178,1 1 52,3) i dve acetil grupe (oy
1,81, 3H, s 12,03, 3H, s; 0¢ 171,41 21,2, 170,4, 1 21,4) (tabela 5.6). Dodatak par kapi D,O u
rastvor jedinjenja I u deuterohloroformu doveo je do nestanka dva signala, oStrog singleta na
811 6,48 i irokog singleta na &y 2,68, iz 'H NMR spektra, dajuéi jo§ jednu potvrdu, pored
rezultata sililovanja, pretpostavci da u molekulu postoje dve razliéite hidroksilne grupe. Iz 'H
—'H cosy spektra bila su evidentna dva spinska sistema: (i) (C),CH-CH(OR)-CHOH(C),
(H-5, H-6, H-7; on 3,23, 5,06, 4,47; 1 ¢ 37,3, 75,2, 70,2) i (ii) (C)CH,-CH,-CH(C)(OR) (H-
2001 2B, H-3a 1 3B, H-4; 6 1,491 2,15, 2,121 1,96, 6,32; 1 6¢ 31,3, 22,1, 74,6) (slika 5.11a).
Ovi strukturni fragmenti, zajedno sa ostalim pomenutim funkcionalnim grupama, mogli su se
uklopiti u strukturu prikazanu na slici 5.10 koja predstavlja potpuno novi diterpen
abietanskog skeleta, a ¢iji su spektralni podaci (hemijska pomeranja i konstante kuplovanja H

1 C atoma iz prstena B 1 C) bili 1 u veoma dobroj saglasnosti sa NMR podacima srodnog,
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prethodno izolovanog diterpena abietanskog skeleta, leonubiastrina (185) (metil-6B-acetoksi-

7a,11-dihidroksi-3-oksoabieta-1,8,11,13-tetraen-19-oat; slika 5.10) (Malakov et al., 1998).

TABELA 5.6. 'H- 1 >*C-NMR SPEKTRALNI PODACI ZA JEDINJENJE I

PoLOTAJ ¢ [ppm]’ Su [ppm]”
1 74,6 B: 6,32 (br. s, 1H)
2 22,1 a: 1,96 (m, 1H)
B: 2,12 (m, 1H)
3 31,3 a: 2,15 (m, 1H)
B: 1,49 (m, 1H)
4 47,6 -
5 37,3 a: 3,23 (s, 1H)
6 75,2 a: 5,06 (br. s, 1H)
7 70,2 B: 4,47 (d, J=1,5 Hz, 1H)
8 136,2 -
9 127,5 -
10 42,5 -
11 153,3 -
12 114,6 6,56 (d, J,,= 1,8 Hz, 1H)
13 148,3 -
14 121,8 6,77 (d, J,,= 1,8 Hz, 1H)
15 33,1 2,79 (hept, J="1 Hz, 1H)
16 23,5 1,21 (d, J=17 Hz, 3H)
17 23,8 1,20 (d,J =7 Hz, 3H)
19 178,1 -
19p-CH; 18,2 1,46 (s, 3H)
20B-CH; 21,7 1,74 (s, 3H)
lo-OAc 171,4 -
21,2 1,81 (s, 3H)
6p -OAc 170,4 -
21,4 2,03 (s, 3H)
180-COOCH; 52,3 3,76 (s, 3H)
11-OH - 6,48 (s, 1H)
7a-OH - 2,57 (br. s, 1H)
" spektar je snimljen u CDCl; (125 MHz);
" spektar je snimljen u CDCl; (500 MHz).
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SLIKA 5.10. STRUKTURA JEDINJENJA I 1 LEONUBIASTRINA (185) SA NUMERACIJOM C-ATOMA 1 PRSTENOVA U

ABIETANSKOM SKELETU

Od posebnog znacaja pri odreCivanjustrukture jedinjenja I je bio proton H-1, za koji
je pretpostavljeno da u susedstvu ima acetoksi grupu, a koji se nalazio na neobic¢no velikom
hemijskom pomeranju od dy 6,32. Naime, u do sada izolovanim izopimaranskim diterpenima
iz ove biljne vrste (51-54 i 58, slika 3.8) signal analognog protona (H-1p) iz prstena A nalazio
se na znatno nifem hemijskom pomeranju (oko 5 ppm) (Gibbons et al., 2003; Hussein i
Rodriguez, 2000), pa je pomeranje naseg H-1 protona bilo komparabilno samo sa abieta-
8,11,13-trienskim skeletom koji poseduje fenolnu grupu u polotaju C-11, kod koga mote
do¢i do izrazitog smanjenja zaStite protona H-1 (deshielding effect) usled njegove
koplanarnosti sa aromati¢nim jegrom i blizine slobodnih elektronskih parova kiseonika
fenolne grupe (Mendes et al., 1989). Pretpostavljena struktura je dodatno verifikovana na
osnovu analize HMBC spektra, a najznacajnije u potvrdi parcijalnih struktura prstena B i C
bile su interakcije: (i) protona H-5 sa karbonilnim ugljenikom jedne od acetil grupa, jer su
omogucile smestanje druge acetil grupe u polotaj 6; zatim (ii) metinskog H-15 protona sa
ugljenicima aromaticnog jezgra; kao 1 (iii) protona H-73, CH3-20, protona aromati¢nog jezgra
i fenolnog protona sa ugljenikom C-9, dok su za potkrepljenje strukture prstena A krucijalne
bile interakcije protona iz CH3;O grupe, kao i H-5 i CH;3-19 protona, sa karbonilnim C-
atomom na d¢ 178,1 (C-18), jer su ukazivale na to da karboksimetil grupa mora na C-4 (slika
5.11b). Na kraju je relativna stereohemija ovog diterpena odreCena na osnovu analize
NOESY spektra u kome je aksialni proton H-5a pokazivao korelacione signale sa protonima
H-6a 1 H-3a, dok je pseudoekvatorijalni proton H-7p proton interagovao sa aromaticnim
protonom H-14 i, takoCe, pseudoekvatorijalnim, protonom H-60¢. Relativna konfiguracija
hiralnih centara na prstenu A odreCena je na osnovu nOe interakcija protona metil grupe
CHj3-19 sa protonom H-1 1 sa protonima druge metil grupe u polotaju 20 (slika 5.11c). Male

vrednosti konstanti kuplovanja izmeCuprotona H-5f i H-6p, kao i izmeCuprotona H-6p i H-
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7a, u saglasnosti su sa torzionim uglovima (73,5° 1 78,2°, J = 0,5 1 0,1 Hz izraCunatih na
osnovu Karplusove jednacine), vidljivih na trodimenzionalnom modelu prikazanom na slici
5.11c optimizovanim da odgovara globalnom energetskom minimumu pomoéu MM2
(molecular mechanics force-field) metode (inkorporirane u ChemBio3D Ultra 12.0 softverski

paket).

SLIKA 5.11. SPINSKI SISTEMI VIDLIIVI U 'H — 'H COSY SPEKTRU JEDINJENJA I (a), KAO I NAJBITNIJE KORELACIE UOCENE

U NJEGOVIM HMBC (b) INOESY (c¢) SPEKTRIMA

Jedinjenje I je prvi diterpen abietanskog skeleta koji je ikada naCen u rodu Lycopus,
pa mu mi predlatemo trivijalno ime euroabienol. Prethodno pomenuti diterpen leonubiastrin
(185), izolovan iz biljne vrste Leonurus marrubiastrum (familija Lamiaceae, podfamilija
(hiralni centar C-4) sa euroabienolom (slika 5.10). Ovo je veoma interesantno sa biogeneticke
taCke gledista jer ukazuje na to da postoji razli¢it set enzima (ili samo jedan enzim) kod ovih
dveju biljnih vrsta, Sto predstavlja jo§ jedan dokaz za svrstavanje ovih vrsta u dve razliCite
podfamilije (Lamioideae 1 Nepetoideae). Zajednicko za ova dva metabolita je 1 da poseduju
neuobi¢ajenu monohidroksilaciju u prstenu C, umesto znatno uobiajenije 11,12-
dioksigenacije za abietanske diterpene. MeCutim, neophodno je naglasiti i sliénosti
euroabienola, pre svega u oksigenacionom obrascu na prstenu A, a donekle i na prstenu B, sa
isopimaranskim diterpenima (49-60, slika 3.8) prethodno izolovanim iz nadzemnog dela
biljne vrste L. europaeus. Na slici 5.12 je prikazan biosintetski put kojim bi euroabienol
mogao da nastane iz nekih od diterpena isopimaranskog skeleta iz biljne vrste L. europaeus
(Gibbons et al., 2003; Hussein i Rodriguez, 2000), sto ukazuje na blisku povezanost ovih

sekundarnih metabolita, prethodno izolovanih iz nadzemnih delova, i ovog najzastupljenijeg
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u plodovima. GC-MS analizom dihlormetanskog ekstrakta nadzemnog dela ove biljne vrste
naCeno je da se euroabienol nalazi i u ovim biljnim organima, pa je ovaj diterpen ili
propusten iz nekog razloga u prethodnim studijama, ili populacija ove biljne vrste iz Nisa
predstavlja potpuno novi hemotip. Ne bi trebalo zanemariti i neke druge faktore koji bi mogli
da dovedu do promene profila sekundarnih metabolita biljne vrste L. europaeus, poput

vremena branja, postojanja neke biljne infekcije, napad insekata itd.

SLIKA 5.12. MOGUCA BIOSINTETSKA VEZA EUROABIENOLA I PRETHODNO IZOLOVANIH DITERPENA IZOPIMARANSKOG

SKELETA 52,53 160 1z L. EUROPAEUS

5.1.2.5. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST EUROABIENOLA

Fenolni diterpeni su Siroko rasprostranjeni prirodni proizvodi u biljnom carstvu koji
mogu da poseduju Sirok spektar bioloskih aktivnosti, poput antioksidantne (Haraguchi et al.,
1995; Kabouche et al., 2007; Kolak et al., 2009; Richheimer et al., 1996) antimikrobne
(Aladesanmi i Odediran, 2000; Kuzma et al., 2007; Sato et al., 2008; Smith et al., 2007; Yang
et al., 2001), citotoksicne (Khan et al., 2009; Rozalski et al., 2006; Topcu et al., 2008),
antikancer (Huang et al., 2005) i anti-HIV aktivnosti (Sun et al., 2003). Imajuéi ovo u vidu,
ispitana je in vitro antimikrobna aktivnost euroabienola, a sve u cilju odreCivanja njegove
potencijalne bioloske funkcije. Euroabienol (I) je testiran na petnaest sojeva bakterija i Sest
sojeva fungalnih mikroorganizama pomocu mikrodilucione metode. Rezultati testiranja su
prikazani u tabeli 5.7. i na osnovu njih se mote re¢i da ovaj fenolni diterpen abietanskog
skeleta pokazuje osrednju antimikrobnu aktivnost u poreCenju sa standarnim antibiotikom i
antimikotikom (Tetraciklinom i Nistatinom), i to bez ikakvog selektivnog dejstva na odreCeni
soj mikroorganizma. Kod bakterija, euroabienol je pokazao inhibitorno dejstvo u intervalu

koncentacija od 0,022 do 0,716 mg/ml, dok su kod gljivica MIC vrednosti bile nesto visSe,
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izmeCu 0,089 i 1,433 mg/ml. Najveéa inhibicija rasta je zabeletena u sluéaju Gram-
pozitivnog soja Staphylococcus aureus (kako izolata, tako 1 standardnog soja ATCC 6538),
dok je baktericidno dejstvo bilo najizratenije (MBC = 0,179 mg/ml) kod jo§ jednog Gram-
pozitivnog soja, izolata iz hrane vrste Sarcina lutea. Najrezistentniji soj je bio izolat
Escherichia coli za koji su utvrCene najve¢e MIC i MBC vrednosti (0,716 mg/ml i 5,735
mg/ml). Dejstvo euroabienola je bilo neSto izratenije prema Gram-pozitivhim u odnosu na
Gram-negativne sojeve, a ova povecana rezistentnost Gram-negativnih bakterija mote biti
posledica prisustva odreCenih lipopolisaharida u njihovom éelijskom zidu (Smith-Palmer et
al., 1998). Euroabienol, takoCe je pokazao i §irok spektar dejstva na testirane fungalne
sojeve, od toga da najveca testirana koncentracija (5,735 mg/ml) uopSte nije imala uticaja na
rast plesni Acremonium chrysogenum do fungicidnog dejstva koje je uporedivo sa
bili gljivica Saccharomyces cerevisiae (MIC = MFC = 0,089 mg/ml), $to je donekle i
neocekivano imajuéi u vidu da je ovaj soj ujedno i najrezistentniji prema Nistantinu, i plesan

Aspergillus fumigatus (MIC = 0,089 mg/ml; MFC = 0,358 mg/ml).

TABELA 5.7. MINIMALNE INHIBITORNE (MIC) I MINIMALNE BAKTERICIDNE/FUNGICIDNE KONCENTRACIJE
(MBC/MFC) EUROABIENOLA (I)

MIC MBC/MFC TETRACIKLIN NISTATIN
MIKROORGANIZMI

(mg/ml) (mg/ml) (pg/ml) (pg/ml)

Gram-negativne bakterije

E. coli klini¢ki izolat 0,358 0,716 0,195 NT'
E. coli izolat iz hrane 0,716 5,735 1,562 NT
E. coli ATCC 25922 0,179 2,867 1,562 NT
K. pneumoniae ATCC 10031 0,179 1,433 0,390 NT
K. pneumoniae klini¢ki izolat 0,045 0,716 0,390 NT
P. aeruginosa ATCC 9027 0,358 2,867 1,562 NT
P. vulgaris ATCC 8427 0,179 5,735 0,390 NT
S. enterica ATCC 13076 0,179 1,433 0,195 NT

Gram-pozitivne bakterije

B. subtilis ATCC 6633 0,179 2,867 0,195 NT
B. cereus izolat iz hrane 0,089 0,716 0,195 NT
C. pyogenes ATCC 19411 0,179 1,433 1,562 NT
S. aureus ATCC 25923 0,179 5,735 0,098 NT
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NASTAVAK TABELE 5.7

S. aureus ATCC 6538 0,022 2,867 0,098 NT
S. aureus izolat iz hrane 0,022 0,716 0,098 NT
S. lutea izolat iz hrane 0,045 0,179 0,390 NT
Gljivice

C. albicans ATCC 10231 0,358 1,433 NT 6,250
S. cerevisiae ATCC 9763 0,089 0,089 NT 12,50
Plesni

A. chrysogenum izolat iz prasine duseka >5,735 >5,735 NT 0,195
A. fumigatus izolat iz prasine duseka 0,089 0,358 NT 0,195
A. restrictus izolat iz prasine duseka 1,433 2,867 NT 0,781
P. chrysogenum izolat iz prasine duseka 1,433 2,867 NT 0,390
"nije testirano

U nekoliko prethodnih studija koje su se bavile antimikrobnim dejstvom abietanskih
diterpena (strukturno veoma sli¢nih euroabienolu, ali kod kojih su izopropil 1 OH grupa na
aromaticnom jezgru meCusobno orto) naCeno je da se njihove MIC vrednosti prema
razli¢itim sojevim S. aureus kre¢u u intervalu od 0,008 do 0,150 mg/ml u zavisnosti od
strukture ostatka molekula (Kuzma et al., 2007; Sato et al., 2008; Yang et al., 2001). Nedavno
je ispitan i odnos strukture i aktivnosti veceg broja antimikrobnih diterpena i tom prilikom je
utvrCeno da su najaktivniji oni koji u svojoj strukturi sadrte supstituisani dekalinski sistem,
sposoban da se umetne u lipofilni region, i hidrofilni fragment sa jednom nukleofilnom, tzv.
,HABD” (Hydrogen Bond Donor), grupom (poput OH grupe), koja mote da nagradi
vodoni¢nu vezu sa odgovarajuéim, tzv. ,,HBA” (Hydrogen Bond Acceptor), grupama u
¢elijskoj membrani (Urzua et al., 2008; slika 5.13). Pomenute strukturne osobine ima i
euroabienol §to prut a jo$ jednu potvrdu ovim rezultatima. TakoCe autori ovog istrativanja su
nasli da prisustvo dve OH grupe u hidrofilnom fragmentu, ili dodatne ,,HBD” grupe na
dekalinskom sistemu, smanjuje aktivnost, i smatra se da je to posledica otet ane inkorporacije
molekula u membranu usled smanjenje lipofilnosti (do €ega motda dolazi i u slucaju
euroabienola), dok acetilovanje jedne od njih u mnogome olakSava ovaj proces (Urzua et al.,
2008). Na ovaj nacin bi se mogla evetualno povecati 1 aktivnost euroabienola. Na primer,
MIC vrednost feruginola (186), abietanskog diterpena srodnog euroabienolu, koji poseduje
samo jednu, fenolnu OH grupu u orfo polotaju u odnosu na izopropil grupu na prstenu C,

protiv soja S. aureus je svega 8 pg/ml (Evans et al., 1999). Razlika u aktivnosti ova dva
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abietanska diterpena motda leti u Cinjenici da kod euroabienola, usled blizine dve hidrofilne
grupe (C(1)-OAc i C(11)-OH), mote do¢i do intramolekulskih interakcija izmeCu njih, koje
su kompetitivne sa pomenutim graCenjem intermolekulskih vodoniénih veza sa
odgovaraju¢im ,,HBA” grupama u ¢elijskoj membrani, a koje je jedan od esencijalnih faktora
koji uti¢u na aktivnost (slika 5.13). MeCutin, neophodna su dalja istrativanja u vezi

specifi¢nog nacina delovanja euroabienola da bi se potkrepila ova zapat anja.

SLIKA 5.13. UPOREDENJE STRUKTURA FERUGINOLA (186) I EUROABIENOLA (I) SA ISTAKNUTIM STRUKTURNIM

FRAGMENTIMA ODGOVORNIM ZA ANTIMIKROBNU AKTIVNOST

Siroki spektar antimikrobne aktivnosti i visok sadrtaj euroabienola (I) u plodovim
(oko 1 %, w/w) Cine ga odlicnim kandidatom za svrstavanje u fitoncide (phytoncide),
sekundarne metabolite koji predstavljaju prvu liniju odbrane biljaka u sluc¢aju napada
patogena. Drugi ovakvi sekundarni metaboliti su, na primer, azofiloni kod nekih sojeva gljiva
(Quang et al., 2005) ili green leaf derivati kod biljaka (Nakamura i1 Hatanaka, 2002;
Radulovi¢ et al., 2007).
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5.2. SEKUNDARNI METABOLITI BILJNE VRSTE L. EXALTATUS L.F.

5.2.1. HEMIJSKI SASTAV ETARSKIH ULJA BILJNE VRSTE L. EXALTATUS

Detaljnom GC-MS i GC analizom etarskih ulja izolovanih iz nadzemnih delova biljne
vrste L. exaltatus, ubrane na dva razlicita lokaliteta, u Nemackoj (uzorak E) i Srbiji (uzorak
G), identifikovano je 178, odnosno 150 sastojaka, Sto je, u oba slucaja, predstavljalo preko
95% povrsina ispod pikova u hromatogramima (tabela 5.8). Hemijski sastav ova dva ulja je
bio jako sli¢an i njime su dominirali terpeni (oko 45%), a sledila su ih jedinjenja izvedena iz
metabolizma masnih kiselina, kao i jedinjenja nastala Sikimatnim biosintetskim putem (sa po
ca. 25%). MeCu terpenima, procentualni sadrt aj monoterpena (oko 10%) je bio dosta niti u
odnosu na seskviterpene i1 diterpene (oko 17-18%), iako su, kao klasa jedinjenja, bili
najbrojniji u ovim etarskim uljima. Sikimatni metabolit sa Ce¢C, skeletom - 34-
dihidroksistiren (187) (15,0% - E i 11,8% - G), (Z,2)-9,12-oktadekadienska kiselina (188)
(6,4% - E 1 8,2% - G), diterpen abietanskog skeleta - 4-epi-abietal (189) (8,2% - E 1 5,0% -
G) 1 monocikliéni monoterpen - B-felandren (88) (6,2% - E 1 5,0% - G) bili su glavni sastojci
u oba ulja (slika 5.14).

SLIKA 5.14. NEKI OD GLAVNIH SASTOJAKA ETARSKIH ULJA BILINE VRSTE L. EXALTATUS

Uocljive su znacajne razlike u hemijskom sastavu ispitivanih etarskih ulja i sastava
prethodno publikovanog za istu biljnu vrstu, gde je identifikovano samo 18 sastojaka koji su
¢inili svega 59,8% ukupnog ulja (tabela 3.3). Izuzev 3-oktanola (63), svi ostali identifikovani
sastojci u ovom ulju pripadali su monoterpenskoj 1 seskviterpenskoj frakeiji, a najzastupljeniji
meCunjima bili su acikliéni monoterpen B-mircen (91) (14,5%), zatim bicikliéni monoterpeni
pinanskog skeleta, o-pinen (74) (16,6%) 1 PB-pinen (89) (12,5%), i seskviterpeni
eudezmanskog skeleta, a-selinen (94) (15,5%) i selinadien** (97) (16,4%) (Lawrence, 1989).

* Nije odreCen taéan polotaj dvogubih veza u ovom jedinjenju.
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Skoro svi sastojci koji su identifikovani tokom ove prethodne analizi etarskog ulja biljne
viste L. exaltatus (sa izuzetkom y-murolena (93)) naCeni su i nasim uzorcima G i E,
meCutim veéina njih je detektovana samo u tragovima, a sadrtaj upravo pomenutih glavnih
sastojaka nije prelazio 3,5%. TakoCe od glavnih sastojaka ulja G i E, u ovom prethodnom
istrat ivanju, naCen je samo B-felandren (88), ali mu je sadrtaj bio znatno niti, svega 0,6%.
Navedene razlike u sastavu etarskih ulja ove biljne vrste motda se mogu objasniti uticajem
ekoloSko-geografskih faktora. Naime, L. exaltatus je vrsta koja je prevashodno
rasprostranjena u istocnoj i centralnoj Evropi, kao i nekim oblastima u Aziji, poput Sibira,
himalajskih predela u Indiji i nekih regiona u Turskoj (Henderson, 1962), a etarsko ulje, ¢iji
je sastav prethodno publikovan, dobijeno je iz biljnih jedinki koje su uzgajane iz semena
(dobijenih iz botani¢ke baSte u VarSavi) pod eksperimentalnim uslovima u botanickoj basti u
jutnom delu drtfave Ontario (Kanada), dok su uzorci ulja G i E dobijeni iz samoniklih

populacija ove biljne vrste koje su rasle u Nemackoj i Srbiji.

TABELA 5.8. HEMIJSKI SASTAV ETARSKIH ULJA BILINE VRSTE L. EXALTATUS

UzorRAK EY  Uzorak G" METODA

RT JEDINJENIE

%' IDENTIFIKACIJE

736  Butil-formijat tr’ e 0 RI, MS, CoI™
737 3-Metil-1-butanol tr tr (0] RI, MS, Col
741 2-Metil-1-butanol tr tr o RI, MS, Col
771 (2)-2-Penten-1-o0l tr - MMK/GL RL, MS
778 3-Metil-2-buten-1-ol tr tr o RI, MS, Col
785 2,3-Butandiol tr - (0] RL, MS
826 3-Metilbutanska kiselina tr - o RI, MS, Col
834 2-Metilbutanska kiselina tr - o RI, MS, Col
836 4-Metil-1-pentanol tr - MMK RI, MS
851 (E)-3-Heksen-1-ol tr 0,4 MMK/GL RI, MS, Col
857 (2)-3-Heksen-1-ol 0,5 0,1 MMK/GL RI, MS, Col
866 (Z)-2-Heksen-1-o0l 0,1 tr MMK/GL RI, MS, Col
869 1-Heksanol tr tr MMK/GL RI, MS, Col
914 3-(Metiltio)propanal tr - o RI, MS
933 a-Tujen tr 0,1 M RI, MS, Col
943 a-Pinen (74) 1,0 0.4 M RI, MS, Col
961 Kamfen (75) tr tr M RI, MS, Col
968 Heksanska kiselina tr tr MMK/GL RI, MS, Col
971 Benzaldehid tr tr SM RI, MS, Col
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978 Fenol tr - SM RI, MS, Col
982 Sabinen (90) 0,3 0,2 M RI, MS
984 1-Okten-3-ol (64) 0,5 0,4 MMK/GL RI, MS
991 B-Pinen (89) 0,8 1,0 M RI, MS, Col
996 B-Mircen (91) 1,1 2,0 M RL MS
1002  3-Oktanol (63) tr tr MMK/GL RL MS
1010  (E)-2-Heksenska kiselina tr tr MMK/GL RI, MS, Col
1013  p-Menta-1(7),8-dien tr - M RI, MS
1016  o-Felandren tr tr M RI, MS
1024  o-Terpinen tr tr M RI, MS
1031  p-Cimen (73) tr tr M RI, MS, Col
1035  Limonen (70) tr tr M RI, MS, Col
1038  Benzil alkohol tr tr SM RI, MS, Col
1038  pB-Felandren (88) 6,2 5,0 M RI, MS
1040 1,8-Sineol tr tr M RI, MS, Col
1048  (E)-B-Ocimen tr - M RI, MS
1048  Fenilacetaldehid 0,3 0,8 SM RI, MS, Col
1062  y-Terpinen (71) tr tr M RI, MS
1063 1-Fenil-1-etanol tr tr SM RI, MS, Col
1074  cis-Sabinen-hidrat tr - M RI, MS
1089  a-Terpinolen (72) tr tr M RI, MS
1100  Linalool (65) tr tr M RI, MS, Col
1105  trans-Sabinen-hidrat tr - M RI, MS
1114  2-Feniletanol tr tr SM RI, MS, Col
1127  cis-p-Menta-2-en-1-ol tr tr M RI, MS
1129  a-Kamfolenal tr - M RI, MS
1144  trans-p-Menta-2-en-1-o0l tr tr M RI, MS
1145  trans-Pinokarveol tr tr M RI, MS
1148  cis-Verbenol tr - M RI, MS
1154  o-Metilacetofenon tr tr SM RI, MS
1159  Benzoeva kiselina 0,3 0,1 SM RI, MS, Col
1162  Lavandulol tr tr M RI, MS
1165  Pinocarvon tr tr M RI, MS
1170  Etil-benzoat tr tr SM RI, MS, Col
1175  Borneol tr tr M RI, MS, Col
1180  Hidroksimaltol tr - (0] RI, MS
1183  Terpinen-4-ol tr tr M RI, MS
1189  Kripton tr - M RI, MS
1193 Metil-salicilat™ tr tr SM RI, MS, Col
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1197  a-Terpineol 0,5 1,1 M RI, MS
1198  Mirtenol tr tr M RI, MS
1210  trans-Piperitol tr tr M RI, MS
1220  trans-Karveol tr tr M RI, MS
1223  p-Kumenol tr tr M RI, MS
1229  egzo-2-Hidroksi-1,8-sineol tr tr M RI, MS
1241  Pulegon tr - M RI, MS
1245  Kumin aldehid tr tr M RI, MS
1257  p-Anizaldehid tr tr SM RI, MS, Col
1264  trans-Sizool tr - M RI, MS
1278  trans-Askaridol glikol tr tr M RI, MS
1283  Felandral tr tr M RL, MS
1285  p-Anizil alkohol 0,2 0,5 M RL, MS
1288  Bornil-acetat (77) tr tr M RI, MS
1291  a-Terpinen-7-al tr tr M RI, MS
1292 Salicilna kiselina"” tr tr SM RI, MS, Col
1294  p-Cimen-7-ol tr tr M RI, MS
1300  Tridekan tr - MMK RI, MS, Col
1305  Teaspiran A tr - (¢} RI, MS
1312 p-Vinilgvajakol"” tr tr SM RI, MS
1326  4-Hidroksikripton tr - M RI, MS
1341  3-Okso-p-menta-1-en-7-al tr tr M RI, MS
1346  3-Hidroksi-4-fenil-2-butanon tr tr o RI, MS
1351 a-Kubeben tr tr S RI, MS
1353 Eugenol™ 1,2 2,0 SM RI, MS, Col
1358  4-Hidroksibenzaldehid™ tr tr SM RI, MS, Col
1361  (Z)-8-Hidroksilinalool tr tr M RI, MS
1373  a-llangen tr - S RI, MS
1379  o-Kopaen tr tr S RI, MS
1388  (-Burbonen tr tr S RI, MS
1392  B-Elemen (92) 0,7 0,9 S RI, MS
1393  (E)-Jasmon tr - (0] RI, MS
1394 Vanilin™ tr tr SM RI, MS, Col
1397 7,8-Dihidro-a-jonon tr - (@) RI, MS
1420  Etil-p-anizat™™ tr tr SM RI, MS
1425  (E)-B-Kariofilen (82) 2,4 32 S RI, MS, Col
jazg O TDidroksisdren 150 1.8 sM MS
(syn.” 4-vinilkatehol)"" (187)
1453  (Z)-p-Farnezen (78) 1,0 0,6 S RI, MS
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1460  a-Humulen (81) 0,3 0,5 S RI, MS
1475  Eudezma-2,4,11-trien tr tr S RI, MS
1478  &-Selinen tr tr S RI, MS
1486 Germakren D (79) 1,6 1,0 S RI, MS
1488  Selina-4,11-dien (96) tr tr S RI, MS
1493  pB-Selinen (95) 2,3 1,5 S RI, MS
1501  a-Selinen (94) 3,2 3,5 S RL MS
1505  a-Bulnezen 0,9 0,2 S RI, MS
1511  p-Hidroksibenzoeva kiselina"" (1) tr tr SM RI, MS
1512 Germakren A 0,4 tr S RI, MS
1513  Kuparen tr - S RI, MS
1517  y-Kadinen tr tr S RI, MS
1522 Valencen 1,0 2,1 S RI, MS
1524  7-epi-o-Selinen 0,3 0,5 S RI, MS
1526  Metil-gentizat™” tr tr SM RI, MS
1540  Homovanilil alkohol” 0,3 0,4 SM RI, MS
1558  Vanilinska kiselina"" (4) 0,9 1,1 SM RI, MS
1581 Germakren D-4-ol tr tr S RI, MS
1582  Protokatehualdehid*™ (6) 0,4 0,3 SM RI, MS, Col
1587  Kariofilen-oksid (83) 1,3 2,0 S RI, MS, Col
1596  2-(3,4-Dihidroksifenil)acetaldehid"” tr tr SM MS
1614  Humulen-epoksid II tr tr S RI, MS
1618 Torilenol 0,1 tr S RI, MS
1627  Murola-4,10(14)-dien-1p-ol tr tr S RI, MS
1639 3-Okso-a-jonol 0,3 - (0] RI, MS
1649  Siringaldehid™” tr tr SM RI, MS
1661  Pogostol 0,9 0,8 S RI, MS
1690  Murola-4,10(14)-dien-83-ol tr tr S RI, MS
1694  Eudezma-4(15),7-dien-1p-ol tr tr S RI, MS
1699  (Indol-3-il)acetaldehid tr tr o RI, MS
1718  (Z)-o-Atlanton tr tr S RI, MS
1733 (E)-Koniferil alkohol™" 0,4 0,9 SM RI, MS
1737  Oplopanon tr tr S RI, MS
1766  Etil-homoprotokatehuat " tr tr SM MS
1768  Benzil-benzoat tr tr SM RI, MS, Col
1793 trans-p-Kumarinska kiselina"" (8) 1,2 0,5 SM RI, MS, Col
1822  Protokatehukarboksilna kiselina"” (3) tr tr SM MS
1824  trans-Etil-p-kumarat™ tr tr SM RI, MS, Col
1836  Neofitadien Izomer I 0,3 0,2 D RI, MS
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1841  Heksahidrofarnezilaceton tr tr O RI, MS
1862  Neofitadien Izomer IT* tr tr D RI, MS
1868  trans-Ferulinska kiselina" (11) 2,6 1,4 SM RI, MS
1879  Neofitadien Izomer IIT* tr tr D RI, MS
1904 Rimuen tr - D RI, MS
1909  (5E,9E)-Farnezilaceton tr tr o RI, MS
1913 trans-Etil-ferulat™ 0,3 0,5 SM RI, MS
1925  trans-Sinapinska kiselina"" (13) 0,4 0,5 SM MS
1961  Heksadekanska kiselina 2.4 0,6 MMK RI, MS, Col
1992  Etil-heksadekanoat tr 0,1 MMK RI, MS, Col
2024  Abieta-8,12-dien tr tr D RL, MS
2057  Abietatrien 0.4 0,6 D RL, MS
2059  Heptadekanska kiselina tr - MMK RI, MS
2060  trans-Etil-kafeat"” (10) 1,6 2,5 SM RI, MS
2089  Abieta-7,13-dien 1,0 1,7 D RI, MS
2096  Metil-(Z,2)-9,12-oktadekadienoat tr 0,2 MMK RI, MS, Col
2108  (E)-Fitol 2,3 2 D RI, MS
2140  (Z,2)-9,12-Oktadekanska kiselina 6,4 8,2 MMK RI, MS, Col
2140  (2)-9-Oktadecenska kiselina tr tr D RI, MS, Col
2151  Abieta-8(14),13(15)-dien 0,3 1,2 D RL, MS
2158  Etil-(Z,2)-9,12-oktadekadienoat 0,3 0,9 MMK RI, MS, Col
2162 Oktadekanska kiselina tr tr MMK RI, MS, Col
2164  Etil-(Z,Z2,2)-9,12,15-oktadekatrienoat tr tr MMK RI, MS, Col
2227  Sandarakopimarinol 0,3 0,2 D RI, MS
2267  4-epi-Abietal (189) 8,2 5,0 D RL, MS
2279  Abietal tr 0,3 D RL, MS
2282  (13E)-Labda-7,13-dien-15-ol 2.4 4,1 D RL, MS
2202 6-Tridecil-5,6-dihidro-2 H-piran-2-on 02 03 MMK RL MS
(syn. Massoia oktadekalakton) (190)
2313 4-epi-Abietol 2,2 1,5 D RL, MS
2399  Abietol 0,9 0,6 D RI, MS
2492 1-Dokozanol tr tr MMK RI, MS
2500  Pentakozan tr tr MMK RI, MS, Col
2506 6-Pentadecil-5,6-dihidro-2H-piran-2-on 28 26 MMK RL MS
(syn. Massoia eikozalakton) (191)
2574  3-Metilpentakozan tr tr MMK RI, MS
2600 Heksakozan tr tr MMK RI, MS, Col
2700 Heptakozan 2,0 2,2 MMK RI, MS, Col
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2719 6-Heptadecil-5,6-dihidro-2 H-piran-2-on 15 12 MMK RL MS
(syn. Massoia dokozalakton) (192)

2773 3-Metilheptakozan 0,9 0,8 MMK RI, MS
2800  Oktakozan 1,8 3,5 MMK RI, MS, Col
2810 (sve E)-Skvalen 0,5 0,6 (@) RI, MS, Col
2862  2-Metiloktakozan tr tr MMK RI, MS
2900 Nonakozan 49 6,0 MMK RI, MS, Col
2973  3-Metilnonakozan 0,3 0,4 MMK RI, MS

UKUPNO IDENTIFIKOVANO 95,1 (178)" 95,8 (150)

TERPENI 44,8 (93) 44,6 (80)
MONOTERPENI (M) 10,1 (47) 10,2 (37)
SESKVITERPENI (S) 16,4 (30) 16,8 (28)
DITERPENI (D) 18,3 (16) 17,4 (15)

JEDINJENJA IZVEDENA 1Z METABOLIZMA

MASNIH KISELINA (MMK) 24.6G1) 27,5 (28)

GREEN LEAF DERIVATI (GL) 1,1 (8) 0,9 (7)

JEDINJENJA IZVEDENA IZ SIKIMATNOG

PUTA (SM)

OsTALO (O) 0,8 (19) 0,6 (8)

24,9 (35) 22,8 (34)

" jedinjenja su navedena po redosledu eluiranja sa DB-1 kolone (RI eksperimentalno odreCeni retencioni indeksi na pomenutoj koloni
koinjekcijom homologe serije n-alkana C;-Cap);

" uzorak etarskog ulja dobijen hidrodestilacijom biljnog materijala sa lokaliteta u blizini Drezdena;

i uzorak etarskog ulja dobijen hidrodestilacijom biljnog materijala sa lokaliteta u blizini Niga;

¥ srednja vrednost tri ponavljanja;

Ytr - trag (<0,05%);

"/ nije detektovano;

Y RI - uporeCivanjem eksperimentalno dobijenih RI vrednosti sa literaturnim podacima; MS - uporeCivanjem masenih spektara sa
spektrima iz biblioteka; Col - GC koinjektiranjem standardnih supstanci;

Vi (poli)fenolna jedinjenja
" syn. - sinonim;

* nije utvrCen ta¢an stereoizomer;

'y zagradi je dat broj identifikovanih sastojaka koji pripadaju odreCenoj klasi.

Iako se glavni sastojak nasih etarskih ulja, 3,4-dihidroksistiren (187), mote veoma
retko detektovati kao biljni sekundarni metabolit, ovo jedinjenje je naslo Siroku primenu u
industriji gde se koristi kao aditiv u proizvodnji parfema, hrane i pi¢a, a nalazi se na FEMA
GRAS® listi aditiva &ija se upotreba ne smatra §tetnom po ¢oveka, a predstavlja i polazno
jedinjenje za dobijanje nekih bioloski aktivnih molekula, smola, kao i lepkova, premaza i

elektromaterijala (Bernini et al., 2007). Pored toga, sam 3,4-dihidroksistiren (187) ispoljava

% FEMA GRAS - Flavor and Extract Manufacturer’s Association; Generally Regarded as Safe
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neka interesantna bioloSka svojstva; na primer deluje kao inhibitor pteridin-zavisne
monooksigenaze (Koizumi et al., 1984), zatim, pokazuje jaku antioksidantnu aktivnost
(Terpinc et al., 2011), a i inhibira rast nekih vrsta patogenih Gram-negativnih bakterija iz
hrane (Licandro-Seraut et al., 2013). Ovo jedinjenje se u nesto vecoj koli¢ini mote naci u
prtenoj kafi jer nastaje tokom procesa njene termiCke obrade kao degradacioni proizvod
hlorogenske (14) i/ili kafene kiseline (9) (Hertz-Schiinemann et al., 2013), a kako je
hlorogenska kiselina (14) jedno od glavnih polifenolnih jedinjenja u listu duvana, 3,4-
dihidroksistiren (187) je naCen i u duvanskom dimu (Kaur et al., 2009). TakoCe pokazano je
da je glavni proizvod katabolizma hlorogenske (14) i kafene kiseline (9) kod nekih bakterija
koje pripadaju rodu Lactobacillus upravo 3,4-dihidroksistiren (Bel-Rhlid et al., 2013;
Sanchez-Maldonado et al., 2011).

Jos$ 3 jedinjenja koja pripadaju seriji 6-alkil-5,6-dihidro-2 H-piran-2-ona, tzv. massoia
oktadeka- (190), eikoza- (191), i dokozalakton (192), zavreCujupomena. Naime, homolog sa
najkra¢im bocnim alkil nizom (190), 6-tridecil-5,6-dihidro-2H-piran-2-on, je do sada samo
jednom prilikom okarakterisan kao bioloski aktivni biljni sekundarni metabolit (Al-Mekhlafi
et al., 2013), kada je izolovan iz metanolnog ekstrakta kore stabla biljne vrste Horsfieldia
superba (Hk. f. & Th.) Warb (Myristicaceae)***, a zatim je utvrCeno i da pokazuje osrednju
citotoksi¢nu aktivnost protiv ¢elija raka prostate, debelog creva 1 dojke Coveka, dok preostala
dva laktona, 191 1 192, predstavljaju potpuno nove prirodne proizvode. Ovaj tip jedinjenja,
koja sadrte a,B-nezasi¢eni o-laktonski prsten sa alkil lancem (€ija dutina mote varirati od 5
do 17 C-atoma) u polotaju 6, veoma retko ulaze u sastav etarskih ulja 1 najéeS¢e su
zastupljena u malom procentuTTT (Rali et al., 2007). MeCutim, o,B-nezasi¢eni §-laktonski
prsten je strukturni fragment koji je prisutan u vecem broju bioloski aktivnih prirodnih

§§§

proizvoda, poput massoia laktona (193)H) goniotalamina®®?, argentilaktona**** 1 pasifloricina

™ Horsfieldia superba (Hk. f. & Th.) Warb. je mala drvenasta biljna vrsta koja je ugrotena i endemiéna na teritoriji
Indonezije, Malezije i Singapura (Jossang et al., 1991).

1t Jedan od retkih izuzetaka je etarsko ulje dobijeno iz listova biljne vrste Cryptocarya cunninghamii Meissner (Lauraceae)
¢iji je glavni sastojak 6-nonil-5,6-dihidro-2H-piran-2-on (Brophy et al., 1998).

B (O)-Massoia lakton ((—)-massoialactone) je prvi put izolovan iz kore biljne vrste Cryptocarya massoia. Ovo jedinjenje
izaziva iritaciju kote, dovodi do sistolnog zastoja sréanog misi¢a kod taba, a pokazuje i jako antimikrobno dejstvo prema
sojevima S. aureus, B. subtilis i E. coli (Barros et al., 2014).

$%% Goniotalamin (goniothalamin) je naCen kod vise vrsta koja pripadaju rodu Goniothalamus. Osim §to pokazuje jako dobro
citotoksi¢no i antiproliferativno dejstvo prema viSe linija ¢elija raka, ovo jedinjenje ispoljava i insekticidna, larvicidna,

fungicidna, baktericidna i tripanocidna svojstva (Barros et al., 2014).
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A-C™'T, a smatra se da bi upravo on mogao da ima znaéajnu ulogu, kao Majklov akceptor, u
mehanizmu delovanja ovih jedinjenja. U istrajivanjima koja su se bavila bioloSkom
aktivnoS¢u analoga gore pomenutih prirodnih proizvoda, prevashodno Massoia laktona i
pasifloricina A, naCeno je da je sintetski 6-pentadecil-5,6-dihidro-2H-piran-2-on (191)
izuzetno aktivan prema parazitskim protozoama Leishmania panamensis 1 Plasmodium
falciparum 1 da je, osim laktonskog prstena, za aktivost izuzetno bitno i postojanje dugog
alifaticnog lanca, Cije prisustvo ujedno dovodi i do smanjenja citotoksicnosti (Cardona et al.,
2006; Castafio et al., 2009).

Struktura ovih laktona je ustanovljena poreCenjem njihovih masenih spektara sa
masenim spektrima massoia dekalaktona (193) i massoia dodekalaktona koji su dostupni u
komercijalnim bibliotekama masenih spektara (Adams 2007; Hochmut et al., 2003). Naime,
6-alkil supstituisani 5,6-dihidro-2H-piran-2-oni imaju veoma karakteristicne masene spektre
u kojima se osnovni jon nalazi na m/z 97 i nastaje a-fragmentacijom tj. raskidanjem
egzociklicne C-C veze u molekulskom radikal katjonu (fragmentacija f1, slika 5.15). Osnovni
jon zatim podlet e retro-Dils-Alderovoj fragmentaciji dajuci druga dva karakteristi¢na jona na
m/z 68 (fragmentacija f2a) 1 69 (fragmentacija f2b; Radulovi¢ 1 Blagojevi¢, 2012). Maseni
spektri laktona 190-192 detektovanih u etarskom ulju vrste L. exaltatus pokazuju molekulske
jone na m/z 280, 308 1 336, Sto po masi odgovara 5,6-dihidro-2H-piran-2-onima koji u
polotaju 6 imaju vezane tridecil, pentadecil i heptadecil alkil nizove. Prethodno je utvrCeno
da kod massoia laktona produtenje alkil niza za jednu -CH,- grupu dovodi do porasta
retencionog indeksa za ca. 107 jedinica (Radulovi¢ 1 Blagojevi¢, 2012), a analogan trend je
vidljiv i kod vrednosti retencionih indeksa nasih laktona (RI = 2292, 2506 i 2719). TakoCe,
eventualno prisustvo racve u alkil nizu se moglo iskljuciti usled nepostojanja jona u masenom
spektru koji bi trebalo da nastanu raskidanjem veze u neposrednom susedstvu date racve

(Stedman 1968).

" Argentilakton (argentilactone) je prvi put izolovan iz rizoma biljne vrste Aristolochia argentina Gris., a ujedno je i
glavni sastojak etarskog ulja Annona haematantha Miq., vrste lijane koja je endemiéna za Francusku Gvineju. Ovo
jedinjenje pokazuje kako in vitro, tako i in vivo, tripanocidno dejstvo protiv razli€itih Leishmania spp., parazita koji dovode
do smrtonosne infekcije poznate pod nazivom liSmanijaza, ili Kala-azar (Waechter et al., 1997).

1T Pasifloricini A-C (passifloricines A-C) su poliketidni o-pironi izolovani iz smole koja oblate listove biljne vrste
Passiflora foetida L. var. hispida koja nastanjuje tropske predele Jutne Amerike. Za pasifloricin A je utvrCeno da pokazuje

antiprotozoalnu aktivnost (Murga et al., 2004).
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SLIKA 5.15. POREDENJE MASENIH SPEKTARA MASSOIA LAKTONA (193) (SPEKTAR PLAVE BOJE) I MASSOIA EIKOZALAKTONA
(191) (SPEKTAR CRVENE BOJE) SA NAZNACENIM KARAKTERISTICNIM FRAGMENTACIJA ZA 6-ALKIL SUPSTITUISANE 5,6-

DIHIDRO-2H-PIRAN-2-ONE

5.2.2. SEKUNDARNI METABOLITI IZOLOVANI 1Z NADZEMNIH DELOVA BILJNE

VRSTE L. EXALTATUS

5.2.2.1. HEMIJSKI SASTAV ALKANSKE FRAKCIJE

U tabeli 5.9 je dat sastav intrakutikularnih alkana (uzorak J) nadzemnog dela biljne
vrste L. exaltatus. Detaljna GC-MS analiza je omogucila identifikaciju 60 sastojaka koji su
predstavljali 98,6% ove najnepolarnije (100%-tni heksan) hromatografske frakcije. n-Alkani
(C11-Cse) su bili najzastupljeniji (83,20%), a sledili su ih anteizo- (C24-Css) 1 izo-alkani (Css-
Css), pri Cemu je sadrt aj anteizo-izomera bio znacajno visi u odnosu na izo-izomere (11,59%
naspram 3,71%). Ovim homologim serijama su dominirali hentriakontan (24,12%), 3-
metilhentriakontan (3,07%) 1 2-metiltriakontan (0,95%). Kao S§to se i moglo ocekivati,
imajuci u vidu biosintetske puteve kojim pomenuti alkani nastaju (sekcija 5.1.2.1, slika 5.3),
kod n- 1 izo-alkana, ve¢i udeo su imali homolozi sa neparnim brojem C-atoma, dok su kod

anteizo-alkana bili zastupljeniji oni sa parnim brojem C-atoma u nizu. Raspodele homologa
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ovih klasa alkana se mogu opisati slede¢im ACL i CPI vrednostima*+: 30,77 1 5,41 za n-,

31,24 14,35 zaizo- 131,48 1 8,26 za anteizo-izomere.

TABELA 5.9. HEMIJSKI SASTAV FRAKCIJE | (100%-TNI HEKSAN) ETARSKOG EKSTRAKTA NADZEMNOG DELA

BILINE VRSTE L. EXALTATUS

UZORAK F”
JEDINJENJE
oy

1100 Undekan” tr’ N
1200 Dodekan" 0,02 N
1300 Tridekan" 0,13 N
1400 Tetradekan” 0,01 N
1500 Pentadekan” 0,03 N
1600 Heksadekan” tr N
1700 Heptadekan” 0,01 N
1800 Oktadekan” tr N
1900 Nonadekan” tr N
2000 Eikozan" tr N
2100 Heneikozan” 0,01 N
2200 Dokozan” tr N
2300 Trikozan" 0,05 N
2336 11-Metiltrikozan tr UR
2374 3-Metiltrikozan tr A
2400 Tetrakozan” 0,02 N
2463 2-Metiltetrakozan 0,03 1
2474 3-Metiltetrakozan tr A
2500 Pentakozan” 0,87 N
2534 11-Metilpentakozan UR

13-Metilpentakozan 003 UR
2563 2-Metilpentakozan 0,01 1
2574 3-Metilpentakozan 0,45 A
2600 Heksakozan" 0,26 N
2663 2-Metilheksakozan 0,28 1
2674 3-Metilheksakozan 0,12 A
2700 Heptakozan” 4,61 N
2732 11-Metilheptakozan UR

13-Metilheptakozan 003 UR

HH Vrednosti za ACL i CPI su izracunate na osnovu modifikovane formule koju su predlotili Redi i saradnici (Reddy et al.,

2000).

120



REZULTATI I DISKUSIJA

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANIH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

NASTAVAK TABELE 5.9

2763 2-Metilheptakozan 0,03 1
2774 3-Metilheptakozan 2,10 A
2800 Oktakozan" 1,77 N
2863 2-Metiloktakozan 0,61 1
2874 3-Metiloktakozan 0,17 A
2900 Nonakozan™ 19,09 N
2930 11-Metilnonakozan UR
13-Metilnonakozan 0,15

15-Metilnonakozan

2963 2-Metilnonakozan 0,12
2974 3-Metilnonakozan 1,76
3000 Triakontan” 4,04
3062 2-Metiltriakontan 0,95
3073 3-Metiltriakontan 0,30
3100 Hentriakontan® 24,12
3128 11-Metilhentriakontan

13-Metilhentriakontan 0,23

15-Metilhentriakontan

A e A B A B B e e e A = = = e e A A B ==

3162 2-Metilhentriakontan 0,24
3173 3-Metilhentriakontan 3,07
3200 Dotriakontan" 4,73
3262 2-Metildotriakontan 0,91
3273 3-Metildotriakontan 0,51
3300 Tritriakontan™ 19,15
3362 2-Metiltritriakontan 0,25
3373 3-Metiltritriakontan 2,90
3400 Tetratriakontan 1,91
3461 2-Metiltetratriakontan 0,28
3472 3-Metiltetratriakontan 0,23
3500 Pentatriakontan 1,61
3600 Heksatriakontan 0,75

UKUPNO IDENTIFIKOVANO 98,97 (60)"

n-ALKANI (N) 83,20 (26)
SA PARNIM BROJEM C-ATOMA U NIZU 13,52 (13)
SA NEPARNIM BROJEM C-ATOMA U NIZU 69,68 (13)

izo-ALKANTI (I) 3,71 (11)
SA PARNIM BROJEM C-ATOMA U NIZU 0,65 (5)
SA NEPARNIM BROJEM C-ATOMA U NIZU 3,06 (6)

anteizo-ALKANI (A) 11,59 (12)
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NASTAVAK TABELE 5.9

SA PARNIM BROJEM C-ATOMA U NIZU 10,26 (6)

SA NEPARNIM BROJEM C-ATOMA U NIZU 1,33 (6)

SA UNUTRASNJOM METIL RACVOM (UR) 0,46 (11)

! jedinjenja su navedena po redosledu eluiranja sa DB-5 kolone (RI eksperimentalno odreCeni retencioni indeksi na pomenutoj koloni
koinjekcijom homologe serije n-alkana C;-Cap);

" alkanska frakcija (100%-tni heksan) dietil-etarskog ekstrakta nadzemnih delova;

i srednja vrednost pet ponavljanja;

" identifikacija sastojaka je osim uporeCivanjem eksperimentalno dobijenih RI vrednosti sa literaturnim podacima i uporeCivanjem
masenih spektara sa spektrima iz biblioteka potvrCena i GC koinjektiranjem standardnih supstanci;

" tr - trag (<0,05%);

' 1 zagradi je dat broj identifikovanih sastojaka koji pripadaju odreCenoj klasi.

U prethodnom istrat ivanju u kome je odreCen sastav povrsinskih alkana listova vrste
L. exaltatus (tabela 3.3; Maffei, 1994) identifikovana je homologa serija n-alkana od C;5-Css
u kojoj su bili zastupljeniji homolozi sa neparnim brojem C-atoma (ACL = 31,22 i CPI =
5,45), dok je naCeno svega Cetiri izo- (Cp, C39, C32 1 C33) 1 dva anteizo-izomera (Cs; 1 Csg).
Zanimljivo je da je procentualni udeo izo-alkana u povrSinskim voskovima listova bio ve¢i u
odnosu anteizo-alkane, 1 da 3-metilhentriakontan, najzastupljeniji anteizo-alkan u frakciji 1
(uzorak J), uopsSte nije detektovan. Osim ovih razlika u kvalitativnom 1 kvantitativnom
sastavu izo- 1 anteizo-alkana, neophodno je ista¢i da je kod trenutno analiziranih
intrakutikularnih alkana identifikovana znatno brojnija serija n-alkana od C;; do Cse.
Raspodele n-alkana, kako povrsinskih tako i intrakutikularnih, meCusobro su veoma sliéne,
kako u pogledu najzastupljenijeg n-alkana, hentriakontana, tako i u pogledu ACL i CPI
vrednosti kojima se mogu opisati. Kao $to je ve¢ reCeno n-alkani sa neparnim brojem C
atoma koji su detektovani u povrsinskim voskovima listova vrste L. exaltatus imaju Gausovu
raspodelu koja je centrirana na p = 15 1 u kojoj je { oko 2 acetatne jedinice (slika 5.7a).
Sli¢na raspodela (n = 14,95 i { = 2,26)** je vidljiva i kod n-alkana sa nepranim brojem C-
atoma u nizu identifikovanih u frakciji 1 (100%-tni heksan) etarskog ekstrakta nadzemnog
dela ove biljne vrste. Distribucija n-alkana sa parnim brojem C-atoma u nizu bi se mogla
klasifikovati kao deformisana Gausova raspodela koju karakteriSe vrednost parametara i
od 15,6 12,12 (slika 5.16a), dok su raspodele izo- 1 anteizo-alkana previse slotenog oblika da

bi se mogle opisati Gausovom krivom (slika 5.16b 1 5.16c¢).

3883 Gausova raspodela je razmatrana samo kod trikozana i visih alkana jer se za njih sa sigurno§¢u mot e tvrditi da nastaju

pomocu sekundarnog elongacionog sistema.
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SLIKA 5.16. RASPODELE n-ALKANA SA NEPARNIM (NN, GAUSOVA KRIVA CRVENE BOJE) I PARNIM (PN, GAUSOVA KRIVA
PLAVE BOJE) BROJEM C-ATOMA U NIZU (a), KAO I izo- (NI, ODNOSNO PI; b) I anteizo-ALKANA (NA, ODNOSNO PA; ¢) 1z
FRAKCIJE | (100%-TNI HEKSAN) ETARSKOG EKSTRAKTA NADZEMNOG DELA BILINE VRSTE L. EXALTATUS IZRATENE KROZ
UCESTALOSTI (RELATIVNE ZASTUPLJENOSTI) DODAVANJA ODREPENOG BROJA C, (ACETATNIH) JEDINICA U PROCESU

ELONGACIJE

Pored homologih serija n-, izo- 1 anteizo-alkana u hromatogramu je detektovana jo$
jedna serija jedinjenja koja su u masenom spektru pokazivala fragmentaciju karakteristicnu
za alkane, kao 1 regularnost pri zadrf avanju na GC koloni jer su im se vrednosti retencionih
indeksa meCusobno razlikovale za ca. 200 jedinica. Maseni spektri ovih jedinjenja bili su
specificni po prisustvu pojedinih jona parne mase (npr. na m/z 168, 196, 224 itd.) i odsustvu
molekulskog jona. TakoCe maseni spektri ovih jedinjenja su se odlikovali i relativno
intenzivnim [M — CH;]" jonom, koji se obi¢no ne javlja u masenim spektima n-, izo- i
anteizo-alkana. Sve upravo navedene karakteristike u masenom spektru svojstvene su za
dugolancane alkane koji poseduju unutrasnju metil racvu (Nelson et al., 1972). Kod ovakvog
tipa alkana dolazi do raskidanja veza sa obe strane metil rave pri Cemu nastaju sekundarni
joni (strukture a i d, slika 5.17) ta¢no odreCene mase (tj. m/z vrednosti) na osnovu kojih se
mot e odrediti polot aj metil grupe u nizu. Tokom ove fragmentacije dolazi i do prenoSenja H’
radikala sa sekundarnog katjona na primarni radikal, pri ¢emu nastaju katjon-radikali parne
mase (strukture (a — 1) i (d — 1)), koji obi¢no daju jone veceg intenziteta u masenom spektru
u odnosu na sekundarne katjone neparne mase (strukture a i d) iz kojih nastaju (Nelson et al.,
1972).
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SLIKA 5.17. FRAGMENTACIJE KARAKTERISTICNE ZA DUGOLANCANE ALKANE SA UNUTRASNJOM METIL RACVOM.
CRVENOM BOJOM SU OZNACENE STRUKTURE KATJONA I RADIKALA KOJI NASTAJU HOMOLITICKIM RASKIDANJEM C-C
VEZE, DOK SU PLAVOM BOJOM OBELETENE STRUKTURE KATJON-RADIKALA I ALKANA KOJI NASTAJU NAKON PRENOSA H*

RADIKALA

U masenom spektru jedinjenja koje je eluiralo na RI(DB-5) = 2336 bila su prisutna
samo dva jona parne mase na m/z 168 i 196. Imaju¢i u vidu fragmentacione puteve
karakteristi¢ne za dugolancane alkane sa unutraSnjom metil raévom pretpostavljeno je da je
re¢ o 11-metiltrikozanu (slika 5.18a). Ova pretpostavka je bila dodatno podr{ana odlicnim
slaganjem retencionog indeksa ovog jedinjenja sa indeksom 11-metiltrikozana dostupnim u
literaturi (RI(DB-5MS) = 2335; Steinmetz et al., 2003). Jon na m/z 168 je bio prisutan u
masenim spektrima svih ostalih jedinjenja iz ove serije, a bio je prac¢en drugim jonom parne
mase Cija je m/z vrednost rasla za 28 amu (ekvivalentno sa dve -CH,- grupe) sa porastom
vrednosti retencionog indeksa za ca. 200 jedinica, §to je ukazivalo na postojanje serije 11-
metilalkana (C,4—Cs;) sa parnim brojem C-atoma u nizu. MeCutim, u svim ovim masenim
spektrima su se javljali 1 jo§ neki dodatni joni parne mase, koji nisu mogli da poticu od 11-
metilalkana, a Cije bi se prisustvo moglo objasniti koeluiranjem nekih drugih dugolancanih
alkana koji imaju unutrasnju metil racvu sa 11-metilalkanima. U masenom skenu jedinjenja
koja su eluirala na RI(DB-5) = 2534, pored jona na m/z 168 1 224 koji nastaju fragmentacijom
11-metilpentakozanu, javio se 1 jon na m/z 196 koji je karakteristiCan za metil grupu u
polotaju 13 (Nelson et al., 1972). Poput jona na m/z 168, i jon na m/z 196 je bio prisutan i u

svim ostalim masenim spektrima ove serije, a koji odgovaraju jedinjenjima sa viSim RI
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vrednostima, a bio je, takoCe pracen jonom parne mase Cija je m/z je vrednost konstantno
rasla za 28 amu 1 ukazivala, zajedno sa RI vrednos¢u, na produt enje niza za dve -CH,- grupe.
Na osnovu ovih Cinjenica je zakljuCeno da zajedno sa 11-metilalkanima koeluira 1 serija
odgovaraju¢ih 13-metilalkana (C,6—Cs;) sa parnim brojem C-atoma u nizu. Pojava jona na
m/z 224 u masenim spektrima jedinjanja sa RI = 2930 1 RI = 3128 mogla se objasniti
prisustvom i1 dva 15-metil izomera, 15-metilnonakozana i 15-metilhentriakontana, u frakciji |

(slika 5.18b).

SLIKA 5.18. (a) POREDENJE MASENIH SPEKTARA 11-METILTRIKOZANA (SPEKTAR CRVENE BOJE) I TETRAKOZANA (SPEKTAR
PLAVE BOJE) SA NAZNACENIM FRAGMENTACIJAMA KOJIMA NASTAJU KARAKTERISTICNI JONI U SPEKTRU 11-
METILTRIKOZANA. (b) MASENI SKEN NA RI = 2930 NA KOME SU OZNACENI SPECIFICNI JONI NA OSNOVU KOJIH SU
IDENTIFIKOVANI 11-METILNONAKOZAN (CRVENA BOJA), 13-METILNONAKOZAN (PLAVA BOJA) I 15-METILNONAKOZAN

(ZELENA BOJA)

Alkani sa 11-, 13- 1 15-metil racvom pokazuju veoma slina retenciona svojstva i

najcesce koeluiraju sa GC kolone, pa se njihovo prisustvo potvrCuje na osnovu gore
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pomenutih karakteristiCnih jona parne mase u masenom spektru (Nelson et al., 1972). Ove tri
klase alkana sa unutrasnjom metil raCvom su Siroko rasprostranjene kod insekata gde ulaze u
sastav kutikularnih lipida koji imaju vatnu ulogu u zastiti insekata od gubitka vode, abrazije
ili napada mikroorganizama, a mogu delovati i kao signalni molekuli insekata za seksualno
privlacenje 1 oznaCavanje teritorije, kao feromoni kojima se reguliSu odnosi unutar ,kaste”,
zatim, kao feromoni koji pomatu u meCusobmom pronalatenju i raspoznavanju, ili kao
agregacioni, alarmni i termoregulatorni feromoni, kairomoni itd. (Howard i Blomquist,
2005). Za razliku od insekata, veoma su retki primeri dostupni u literaturi koji navode
pripadnike ovih klasa raévastih alkana kao biljne metabolite. Do sada je 11-metiltrikozan
jedino identifikovan kao sastojak povrSinskog voska vrste Euphorbia tirucalli L. (Ahmad et
al., 1996) i etil-acetatog ekstrakta vrste Stachys scardica Griseb (Lazarevic et al., 2010), dok
je Ca6—Csq serija 11-, 13- 1 15-metilalkana detektovana u voskovima koji oblatu klas nekih
genetski modifikovanih vrsta je¢ma (von Wettstein-Knowles, 2007). Imaju¢i u vidu
pobrojane fizioloske funkcije koje ovi alkani sa unutrasnjom metil raévom mogu imati kod
insekata, moguc¢e je da imaju i neku specificnu ulogu i kod ovih biljnih vrsta, npr. kao

atraktanti ili repelenti za neke vrste insekata.

5.2.2.2.  (POLI)FENOLNA JEDINJENJA I TRITERPENSKE KISELINE

Predstavnici roda Lycopus se, izmeCuostalog, smatraju bogatim izvorom polifenolnih
jedinjenja, pre svega (poli)fenolnih kiselina i flavonoida, a njihova upotreba u tradicionalnoj 1
zvanicnoj medicini se veoma Cesto povezuje sa visokim sadrtajem ovih sekundarnih
metabolita (Bucar et al., 1995; Fecka 1 Cisowski, 1999; Kartnig i Bucar, 1995; Slusarczyk et
al., 2009). U nedavnom istrativanju je iz populacije biljne vrste L. exaltatus iz regiona
Lipetsk u Rusiji izolovano devet (poli)fenolnih jedinjenja: protokatehualdehid (6), kafena
kiselina (9), apeginin (19) i luteolin (23), kao i1 glukuronidi ova dva flavona (22 i 26-28).
Kako su sva ova polifenolna jedinjenja bila ranije izolovana i iz vrste L. europaeus, autori su
ukazali na mogucnost koriS¢enja 1 ovog predstavnika roda Lycopus u leCenju blatih oblika
hipertireoze (Savina et al., 2013). NaSe frakcionisanje etarskog ekstrakta nadzemnog dela
biljne vrste L. exaltatus je rezultovalo u izolovanju i spektralnoj karakterizaci (1D i 2D
NMR) tri derivata cimetne kiseline (8, 9 i 11) 1 dva flavona (19 i 23) Cime je profil
polifenolnih jedinjenja ove biljne vrste obogacen sa joS dva sastojka, trans-p-kumarinskom

(8) 1 trans-ferulinskom (11) kiselinom. Neophodno je ista¢i da je 1 znacajan broj (preko 20)
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(poli)fenolnih jedinjenja, koja nisu naCena u prethodnim fitohemijskim ispitivanjima (tabela
5.8; npr. eugenol, 3,4-dihidroksistiren (187), trans-sinapinska (13) i vanilinska kiselina (4),
itd.) identifikovan i u etarskom ulju izolovanom iz iste populacije ove biljne vrste.

Nakon frakcionisanja, koje je obuhvatalo gradijentnu dry flash hromatografiju,
izokratsku kolonsku hromatografiju na SiO; i particiju na osnovu rastvorljivosti (slika 4.1),
dobijen je i beli talog koji je TLC analizom pokazivao samo jednu mrlju na TLC plo¢ici i
onda kada su za razvijanje koriS¢eni eluenti razlicite polarnosti. Slofenost NMR spektara,
prevashodno bliski signali u >C NMR spektru, navodila je na zakljuéak da ovaj uzorak ipak,
iako to prvobitno nije pokazala TLC analiza, predstavlja smeSu strukturno veoma sli¢nih
jedinjenja. Uprkos slot enosti NMR spektara mogle su se uociti grupe veoma karakteristicnih
signala koje su ukazivale na to da se ovaj uzorak sastoji od dve regioizomerne triterpenske
kiseline. Set signala u '>’C NMR spektru na & 178,7 (COOH), 143,9 (C-12), 121,6 (C-13) i
76,9 (C-3) pracen tripletom na 5,12 ppm (J = 3,2 Hz, H-12), multipletom na 2,99 ppm (H-3) i
dubletom dubleta na 2,74 ppm (J = 13,5, 3,6 Hz, H-18) u 'H NMR spektru nagovestio je
prisustvo oleanolne kiseline (K), dok su signali na 6 178,4 (COOH), 138,2 (C-12), 124,6 (C-
13) i 76,9 (C-3) u >C NMR spektru zajedno sa tripletom na 5,15 ppm (J = 3,2 Hz, H-12),
multipletom na 2,99 ppm (H-3) 1 dubletom na 2,11 ppm (J = 11,3 Hz, H-18) u protonskom
ukazivali da ovaj uzorak sadrti i ursolnu kiselinu (L) (Abdelhalim et al., 2014; De Sousa

Menezes i Kaplan, 2006; slike 5.19 1 5.20).

SLIKA 5.19. STRUKTURE OLEANOLNE (K) I URSOLNE (L) KISELINE SA NUMERACIJOM C-ATOMA I PRSTENA U

stk
SKELETU

*****

U ursolnoj kiselini (K) H-atomi u polotajima 5, 9 i 17 imaju istu relativnu konfiguraciju kao i u oleanolnoj kiselini (L),

ali su zbog preglednosti izostavljeni.
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SLIKA 5.20. °C NMR (a) 1 '"H NMR (b) SPEKTRI SMESE OLEANOLNE (K) I URSOLNE (L) KISELINE. PLAVOM BOJOM SU
OBELETENI SIGNALI KOJI POTICU OD OLEANOLNE KISELINE, DOK SU CRVENOM BOJOM OBELETENI SIGNALI KOJI POTICU OD

URSOLNE KISELINE

Ova preliminarna identifikacija dodatno je potvrCena nakon GC-MS analize uzorka
tretiranog diazometanom jer su se u gasnom hromatogramu pojavila samo dva pika za koje je
poreCenjem sa masenim spektrima dostupnim u literaturi (Furuya et al., 1987; Padua et al.,
2014) utvrCeno da predstavljaju metil estre pomenutih kiselina (K; i Ly; slika 5.21). Kako su
ove dve pentacikli¢ne triterpenske kiseline (K 1 L) strukturno veoma slic¢ne (tj. razlikuju se
samo u polot aju jedne metil grupe u skeletu) maseni spektri njihovih metil estara K; 1 Ly su
meCisobno, takoCe veoma sliéni i obi¢no se razlikuju samo po relativhom intenzitetu

pojedinih jona (Budzikiewicz et al., 1963). Primarna fragmentacija kod ovakvih A'
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ursanskih 1 oleanskih triterpena podrazumeva retro-Dils-Alderovu reakciju kojom nastaje jon
na m/z 262, koji je kod metil-oleanoata (K;) ujedno i osnovni jon, dok je kod metil-ursolata
(L) najintenzivniji jon na m/z 203 koji nastaje daljom fragmentacijom jona na m/z 262 usled
gubitka COOMe grupe. U masenom spektru metil-ursolata (L) intenzivniji je i jon na m/z,
133 za koji se smatra da nastaje specificnim cepanjem prstena E i za koji je pretpostavljeno
da ima strukturu prikazanu na slici 5.22. u kojoj je pozitivno naelektrisanje rezonanciono
delokalizovano (Assimopoulou i Papageorgiou, 2005; Budzikiewicz et al., 1963). TakoCeg
poznato je da metil estar K; eluira nesto brt e sa nepolarne GC kolone (poput DB-5) u odnosu
na regioizomerni metil estar L; (De Sousa Menezes i Kaplan, 2006). Odnos triterpenskih
kiselina je bio, na osnovu odnosa integrala H-18 atoma u "H NMR spektru, 42,2% oleanolne

(K) 1 57,8% ursolne kiseline (L).
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SLIKA 5.21. TIC HROMATOGRAM DOBIJEN NAKON DERIVATIZACIJE OLEANOLNE (K) I URSOLNE (L) KISELINE

DIAZOMETANOM SA MASENIM SPEKTRIMA ODGOVARAJUCIH METIL ESTARA (K; 1 L)
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SLIKA 5.22. KARAKTERISTICNE FRAGMENTACIJE METIL ESTARA OLEANOLNE (Kj) I URSOLNE (L;) KISELINE. CRVENOM
BOJOM JE OZNACEN DOMINANTNI FRAGMENTACIONI PUT KOD JEDINJENJA K;, A PLAVOM BOJOM KOD JEDINJENJA L;

(ASSIMOPOULOU 1 PAPAGEORGIOU, 2005; BUDZIKIEWICZ ET AL., 1963)

Zanimljivo je da su ove dve pentacikliéne triterpenske kiseline (K i L) naCene samo
kod jos jednog predstavnika roda Lycopus, L. lucidus Turcz. (Lee et al., 2006; Li et al., 2014;
Yang et al., 2014), koji ima Siroku etnofarmakoloSku primenu u zemljama istocne Azije gde
se izmeCu ostalog koristi kao tonik, sedativ i protivupalni agens, zatim, pri zaceljivanju rana,
protiv bolova 1 menstrulanih tegoba, kao 1 kod kardiovaskularnih bolesti 1 poremecaja u radu
tiroidne t lezde, itd. (Lee et al., 2006; Murata et al., 2010; Yang et al., 2014;). Pored oleanolne
1 ursolne kiseline, iz nadzemnog dela biljne vrste L. lucidus Turcz., izolovano je jo§ desetak
triterpenskih  kiselina ursanskog, oleanskog 1 lupanskog skeleta razliCitog stepena
oksigenacije, u slobodnom i/ili glikozidno vezanom obliku (Lee et al., 2006; Li et al., 2014;
Yang et al., 2014), ali je njihov ukupni sadrtaj znatno niti u odnosu na sadrtaj oleanolne 1
ursolne kiseline u nadzemnom delu biljne vrste L. exaltatus (ca. 0,1%). lako je dugo
smatrano da oleanolna i1 ursolna kiselina nemaju neku znaCajnu biolosku aktivnost, u
poslednjih dvadesetak godina su rezultati brojnih in vivo 1 in vitro farmakoloskih studija
pokazali da ovi biljni metaboliti mogu imati niz blagotvornih dejstava (poput antimikrobnog,
antifungalnog, antioksidatnog, insekticidnog, anti-HIV, antitumorskog, antiinflamatornog,
imunomudulatornog, hepatoprotektivnog, gastroprotektivnog itd.) koja su pracena niskom

toksi¢noséu (Liu, 1995; Ovesna et al.,2004). Oleanolna i ursolna kiselina, takoCe ulaze u
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sastav i nekih farmaceutskih preparata, dostupnih na trtistu istocno azijskih zemalja, koje se
koriste pri leCenju upalnih procesa, fibroze jetre i kao hemoterapija kod neki vrsta tumora

(Ikeda et al., 2008; Liu, 2005).

5.2.3. MULTIVARIJANTNA ANALIZA SASTAVA ETARSKIH ULJA BILJNIH VRSTA

RODA LYCoOPUS

Prema trenutno prihvacenoj sistematici, rod Lycopus je svrstan u podfamiliju
Nepetoideae, pleme Mentheae (Harley et al., 2004). MeCutim, polotaj ovog roda unutar
plemena Mentheae jo§ uvek nije preciziran jer su rezultati molekularnih filogenetskih
istrativanja meCusobno veoma kontradiktorni. Naime, u zavisnosti od toga koja je vrsta i
region DNK koridéen pri poreCenju, predstavnici roda Lycopus su se u filogenetskom stablu
nalazili ili u neposrednoj blizini grane koju su Cinili predstavnici podplemena Menthinae
(Wagstaff et al., 1995) ili su bili pozicionirani unutar sestrinske grupe podplemena Nepetinae
(Moon et al., 2010). Rezultati najnovijih istrativanja izdvajaju ovaj rod kao zasebno
podpleme Lycopinae (Drew i1 Sytsma, 2012). Pored toga, nisu jasno definisani ni
infragenericki odnosi. Brike (Briquet, 1896) je na osnovu prisustva ili odsustva stolona na
nitim delovima stabla ovaj rod podelio na dve sekcije Stoloniferi 1 Astolonosi, pri Eemu je
sekciju Astolonosi ¢inila samo jedna vrsta Lycopus americanus Muhl. ex W.P.C. Barton. U
istrat ivanju novijeg datuma Mun i Hong (Moon i Hong, 2006) su predlot ili podelu ovog roda
na Cetiri sekcije na osnovu morfoloskih i anatomskih karakteristika oras¢ica (tabela 5.10),
koje su inafe veoma jedinstvene i izdvajaju ovaj rod od svih ostalih u plemenu Mentheae.
MeCutim, utvrCeno je i da veéina vegetativnih karakteristika biljnih vrsta roda Lycopus
pokazuje visok stepen varijabilnosti §to u mnogome otetava karakterizaciju ovih taksona

(Moon i Hong, 2003).
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TABELA 5.10. PODELA VRSTA RODA LYCOPUS NA PODGRUPE NA OSNOVU MORFOLOGIJE I ANATOMIJE

ORASCICA (MOON 1 HONG, 2006)

GRUPA TAKSONI GEOGRAFSKO POREKLO
Lycopus angustifolius Elliott SAD
| Lycopus parviflorus (Benth.) Maxim." ' Japan
Lycopus virginicus L. Kanada, SAD
Lycopus europaeus L. Estonija, Svedska
1 Lycopus lucidus Turcz. ex Benth. Jutn a Koreja, Kina, Japan
Lycopus cokeri H.E. Ahles ex Sorrie SAD
m Lycopus uniflorus Michx. Kanada, Japan, Jutn a Koreja
Lycopus americanus Muhl. ex W.P.C. Barton SAD
Lycopus amplectens Raf. SAD
Lycopus australis R.Br. Australija
Lycopus exaltatus L.f. MaCarska
v Lycopus laurentianus Roll.-Germ. Kanada
Lycopus maackianus (Maxim. ex Herder) Makino Jutn a Koreja, Japan
Lycopus cavaleriei H.Lév. Japan
Lycopus rubellus Moench SAD

Na osnovu nasih rezultata i prethodnih fitohemijskih ispitivanja vrsta roda Lycopus,
kojim su bile obuhvacene vrste L. exaltatus, L. europaeus 1 L. lucidus, moglo bi se reci da je
odlika roda u celini produkcija (poli)fenolnih jedinjenja, ali i da postoje odreCeni
karakteristicni tipovi sekundarnih metabolita za pojedine vrste. Biljna vrsta L. europaeus bi
se mogla opisati kao takson koji prevashodno biosintetiSe diterpene izopimaranskog skeleta,
dok bi se vrste L. exaltatus 1 L. lucidus mogle svrstati zajedno u grupu koja proizvodi
triterpenske kiseline oleanskog i ursanskog skeleta. " MeCutim, ovo grupisanje nije u
saglasnosti sa infrageneriCkom klasifikacijom zasnovanoj na morfolo§kim i1 anatomskim
karakteristikama oras¢i¢a (Moon 1 Hong, 2006) po kojoj su vrste L. europaeus 1 L. lucidus

svrstane zajedno (tabela 5.10). TakoCe, poteljno je u buduénosti izvrsiti fitohemijska

1% Ovaj naziv predstavlja sinonim za biljnu vrstu Lycopus uniflorus Michx. prema bazi ,,The Plant List” koja obuhvata sve
poznate i prihvacene biljne vrste (http://www.theplantlist.org).

iiiiiU dosadasnjim fitohemijskim ispitivanjima biljne vrste L. europaeus nije izolovana ni jedna triterpenska kiselina, dok
je iz vrste L. lucidus izolovan samo jedan diterpen pimaranskog skeleta (Yang et al., 2014) i jedan glikozidno vezani diterpen

abietanskog skeleta (Li et al., 2014).
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ispitivanja 1 ostalih vrsta ovog roda kako bi se potvrdila moguénost koriSéenja
izopimaranskih diterpena 1 triterpenskih kiselina oleanskog 1 ursanskog skeleta kao
hemotaksonomskih markera na nivou sekcija u okviru ovog roda.

Pored pomenute tri vrste ovog roda, koje su detaljno fitohemijskih okarakterisane, u
literaturi su dostupni podaci o hemijskom sastavu etarskih ulja jo§ nekoliko predstavnika
ovog roda (tabela 5.11). Imajuéi u vidu: (i) da su uoCene samo suptilne razlike u sastavu
neisparljivih sekundarnih metabolita kod pojedinih predstavnika ovog roda; (ii) da su u
literaturi dostupni brojni primeri koji potvrCuju da hemijski sastav etarskog ulja mote biti
koristan parametar pri infragenerickoj klasifikaciji; kao i (iii) da joS uvek nije jasno
definisana podela na nite taksonomske kategorije unutar roda Lycopus, statisticko poreCenje
razlika u sastavu etarskih ulja predstavnika ovog roda u cilju sticanja dodatnih uvida u
infragenericke odnose Cinilo se veoma svrsishodnim. Uporedna statisticka analiza sastava
etarskih ulja vrsta roda Lycopus je uraCena pomoéu analize glavne komponente (PCA) i
aglomerativne hijerarhijske klaster analize (AHC). Obe metode primenjene su na slede¢im
setovima varijabli: originalne varijable (variable; procentualni sadrtaj sastojaka koji je veci
od 1%) 1 sume procenata klasa jedinjenja (monoterpeni (M), seskviterpeni (S), diterpeni (D),
jedinjenja izvedena iz Sikimatnog puta (SM), jedinjenja izvedena iz metabolizma masnih
kiselina (MMK) i ostalo (O) — kao Sesta klasa), koje su date kao prilozi 47 1 48 u odeljku

Prilozi.

TABELA 5.11. VRSTE RODA LYCOPUS CIJI SU HEMIJSKI SASTAVI ETARSKIH ULJA KORISCENI ZA UPOREDNU

STATISTICKU ANALIZU

TAKSONI GEOGRAFSKO POREKLO OZNAKA REFERENCA
Lycopus americanus Muhl. ex W.P.C. Barton SAD Lycame-B Lawrence, 1989
Lycopus europaeus L. Srbija Lyceur-1A nasi rezultati
Srbija Lyceur-2A nasi rezultati
SAD Lyceur-B Lawrence, 1989
Lycopus exaltatus L 1. Srbija Lycexa-1A nasi rezultati
Nemacka Lycexa-2A nasi rezultati
SAD Lycexa-B Lawrence, 1989
Lycopus lucidus Turcz. ex Benth. Jut na Koreja Lycluc-1 Yang i Lee, 2012
Lycopus lucidus Turcz. var. hirtus Regel Kina Lycluc-2 Yuetal., 2011
Lycopus uniflorus Michx. SAD Lycuni-B Lawrence, 1989
Lycopus virginicus L. SAD Lycvir-B Lawrence, 1989
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Rezultati uporedne statisticke analize hemijskog sastava etarskih ulja biljnih vrsta
roda Lycopus u kojoj su kao varijable koriS¢eni procentualni sadrt aji sastojaka (> 1%; AHC-
a 1 PCA-a) prikazani su na slici 5.23. Dendogram (slika 5.23a), dobijen kao rezultat klaster
analize, ukazuje na postojanje tri razliCite grupe. Najbrojnija je bila grupa Illa, ¢ija su se ulja
odlikovala relativno visokim sadrtajem (£)-B-kariofilena (82) i kariofilen-oksida (83). U
okviru ove grupe moglo se uociti i dodatno grupisanje ¢iji je osnovni parametar prisustvo ili
odsustvo 3,4-dihidroksistirena (187). Prvu podgrupu Cinila su dva etarska ulja biljne vrste L.
exaltatus analizirana u ovom radu, u kojima je jedinjenje (187) bilo identifikovano kao glavni
sastojak, dok drugu podgrupu su Cinila sva tri ulja vrste L. europaeus i jedno od ulja vrste L.
lucidus (Lycluc-2). Ovo pozicioniranje uzorka Lycluc-2 blisko uljima vrste L. europaeus je u
skladu sa ve¢ pomenutim infragenerickim odnosima ovog roda na osnovu morfoloskih
karakteristika ora$¢i¢a, po kojoj ove dve vrste ¢ine nezavisnu sekciju (tabela 5.10). MeCutim,
drugi uzorak vrste L. lucidus (Lycluc-1) je, zajedno sa uljem vrste L. americanus, izdvojen u
zasebnu grupu Ila usled znatno veceg udela 1-okten-3-ola (64) u ulju nego Sto je to slucaj
kod ostalih testiranih vrsta ovog roda. Ovo razdvajanje uzoraka ulja vrste L. lucidus bi se
moglo objasniti ¢injenicom da su dobijena iz dva razliCita varijeteta ove biljne vrste (tabela
5.11). Etarsko ulje L. exaltatus (Lycexa-B) ¢iji je sastav prethodno publikovan od strane
Lorensa (Lawrence, 1989), a za koje smo ve¢ istakli da mu se sastav veoma razlikuje od
etarskih ulja iste biljne vrste koja su analizirana u ovom radu (Lycexa-1 i1 Lycexa-2), formira
grupu la zajedno sa uljima vrsta L. uniflorus i L. virginicus. Za ova tri ulja iz grupe la
karakteristian je visok sadrtaj monoterpena, posebno a- i B-pinena (74 i 89). Kao $to je veé
naglaSeno (sekcija 5.2.1) uocena razlika u sastavu etarskih ulja vrste L. exaltatus mogla bi biti
posledica ekolosko-geografskih faktora, a zanimljivo je i to da se uzorak Lycexa-B, dobijen
iz populacije ove vrste koja je uzgajana van svog prirodnog staniSta, u Severnoj Americi,
grupisao zajedno sa uljima dve Lycopus vrste Cije je prirodno staniSte upravo Severna

Amerika.
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SLIKA 5.23. REZULTATI AHC (a, DENDOGRAM) I PCA (b, BIPLOT) ANALIZA HEMIJSKOG SASTAVA ETARSKIH ULJA BILINIH

VRSTA RODA LYCOPUS KADA SU KAO VARIJABLE KORISCENI SASTOJCI CIJI JE PROCENTUALNI SADRTAJI BIO VECI OD 1%

Rezultati PCA-a analize su znaCajno drugaciji u odnosu na rezultate AHC-a
analize.”** Na grafikonu (biplot, glavne komponente F1 1 F2) prikazanom na slici 5.23b
uoCava se grupisanje uzoraka ulja vrste L. europaeus, koji su analizirani u ovom radu, u
gornjem levom (obeleteni ljubi¢astom bojom), odnosno ulja vrste L. exaltatus, u gornjem
desnom (obelet eni narandtastom bojom) kvadrantu, kao 1 blisko pozicioniranje oba uzorka
vrste L. lucidus u donjem levom kvadrantu (obeleteni plavom bojom). Pored ova dva ulja
vrste L. lucidus u donjem levom kvadrantu su smestena i sva ostala anaizirana ulja ovog roda,
a meCunjima i po jedan uzorak ulja vrsta L. europaeus i L. exaltatus. Ovakav ishod PCA-a
analize, posebno grupisanje uzoraka, obeletenih crvenom bojom na slici 5.23b, mote se
protumaciti dvojako: (i) da je pomenuti uticaj ekolosko-geografskih faktora na sastav etarskih
ulja veoma izraten, pa su ulja dobijena iz populacija biljnih vrsta sa evropskog kontinenta
okarakterisana pozitivnom vrednoS¢u druge glave komponente F2, dok negativhu vrednost
komponente F2 imaju ona dobijena iz populacija sa severno-americkog kontinenta i iz istocne
Azije; ili (ii) da je kod grupe ulja koja su obeletena crvenom bojom presudan uticaj

e:ksperimentatora.***Wk Imaju¢i u vidu da je druga glavna komponenta F2 pokazivala najveci

$$8%% Usled velikog broja varijabli spram broja uzoraka glavne komponente F1 i F2 objasnjavaju oko 43% varijabilnosti svih

uzoraka. Najpouzdanija klasifikacija se dobija kada zbir vrednosti komponenti F1 i F2 ve¢i od 60%.

**** I ranije je primeéeno da je Gesto sastav etarskog ulja koje ispitivala jedna grupa istrativaéa najsliéniji sastavu drugih

etarskih ulja koja je ispitivala ta grupa.
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stepen korelacije (0,919) sa sadrtajem (Z)-3-heksen-1-ola u uljima, prisustvo ovog jedinjenja
kod uzoraka Lyceur-1A, Lyceur-2A, Lycexa-1A 1 Lycexa-2A, odnosno njegovo odsustvo
kod svih ostalih ulja je osnova ovog razdvajanja. U prilog pretpostavci i ide 1 Cinjenica da su
se 1 ulja populacija vrsta L. exaltatus 1 L. europaeus, koje su predstavnici roda Lycopus u flori
Evrope, a koje su donete na severno-americki kontinent, grupisala zajedno sa uljima drugih
vrsta ovog roda nativnih za ovaj kontinent. Naime, kao $to je ve¢ napomenuto, poznato je da
su biljne vrste roda Lycopus veoma varijabilne u pogledu pojedinih vegetativnih
karakteristika §to je dovelo do teskoca u njihovoj karakterizaciji i do klasifikacije kao
zasebnih vrsta veceg broja nitih formi, poput varijeteta, koje su se prividno razlikovale od
ve¢ prihvacenih vrsta 1 naseljavale veoma uska geografska podruéja (Hederson, 1962). Pored
toga sekundarni metabolizam biljaka se mote znaCajno promeniti usled abiotickog stresa
(npr. promene temperature, dutine osvetljenosti, nadmorske visine, sastava zemljista itd.), a
posebno su tome podlotni isparljivi metaboliti za koje se smatra da su jedni od glavnih
vidova komunikacije izmeCu biljaka (Petinatti Pavarini et al., 2012). Stoga se, osim na
varijabilnost vegetativnih karakteristika pripadnika roda Lycopus, sliCan uticaj ekoloSko-
geografskih faktora jednako mote ocekivati i na biosintezu sekundarnih metabolita, a $to se
moft e ispoljiti kroz hemijski sastav etarskih ulja. MeCutim, ne mot e se zanemariti ni ¢injenica
da je sastav ulja vrsta Lycopus, koja su obelet ena crvenom bojom na slici 5.23b, odreCen od
strane istog naucnog tima (Lawrence, 1989), pre vise od 25 godina, i1 da su kod nekih ulja,
poput Lyceur-B i Lycame-B, identifikovani sastojci €inili svega 60-70% ovih ulja, a da su
kod nekih ulja, poput Lycexa-B, samo delimi¢no rasvetljene strukture za neke od glavnih
sastojaka (npr. za jedinjenje 97 u tabeli 3.4 odreCeno je samo da pripada odreCenoj grupi
seskviterpena, kao 1 stepen nezasic¢enja).

Na slici 5.24 prikazani su rezultati uporedne statistiCke analize sastava etarskih ulja
vrsta roda Lycopus u kojoj su kao varijable koriS¢ene sume procenata posebnih klasa
jedinjenja (AHC-b 1 PCA-b). Ukoliko je pri analizi sastava ovih etarskih ulja neki od
sastojaka 1 pogresno identifikovan i dalje postoji velika verovatnoca da je klasa kojoj ovo
jedinjenje pripada taéno odreCena (na osnovu fragmentacije u masenom spektru i vrednosti R,
ili RI), pa bi se moglo reci da je ovaj tip statistiCke analize manje podlotan eksperimentalnim
greSkama. Rezultati AHC-b analize, poput onih dobijenih nakon AHC-a analize, ukazuju na
postojanje tri razli¢ite grupe, ali je meCusobno pozicioniranje uzoraka etarskih ulja sada

drugalije. Grupu Ila ¢ine samo dva uzoka, Lycvir-B i Lycuni-B, koje odlikuje znatno veci
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udeo monoterpena u ulju u odnosu na ostale testirane uzorke, a ove dve vrste su, takoCe
smestene u istu sekciju na osnovu morfoloskih karakteristika orasci¢a (grupa I, tabela 5.10).
Sva tri uzorka ulja biljne vrste L. europaeus i po jedan od uzoraka ulja L. lucidus (Lycluc-2) i
L. exaltatus (Lycexa-B) Cinila su grupu I1Ib za koju je bilo karakteristicno da je procentualni
sadrt aj seskviterpena u uljima veéi od 50%. U preostalim uljima, Lycexa-1A, Lycexa-2A,
Lycluc-1 i Lycame-B, dominirala su jedinjenja izvedena iz metabolizma masnih kiselina i iz
Sikimatnog biosintetskog puta, a ona su formirala grupu IIb. Vrste L. exaltatus 1 L.
americanus, takoCe su svrstane u istu sekciju na osnovu morfoloskih karakteristika ora$¢iéa i
pomenuto blisko pozicioniranje njihovih etarskih ulja na dendogramu prikazanom na slici
5.24a dodatno podrtava ovu infrageneric¢ku klasifikaciju (grupa IV, tabela 5.10). Zanimljivo
je da se jedan od uzoraka ulja vrste L. lucidus (Lycluc-2) locirao blisko uzorcima ulja vrste L.
europaeus sa kojom vrsta L. lucidus ima veoma slicne morfoloske karakteristike orascica
(grupa II, tabela 5.10), dok se drugi uzorak ove vrste (Lycluc-1) grupisao zajedno sa uljima
vrste L. exaltatus sa kojom joj je zajednicka produkcija triterpenskih kiselina oleanskog i
ursanskog skeleta. Kao Sto je ve¢ ranije pomenuto ova dva ulja su poreklom iz razliCitih
varijeteta biljne vrste L. lucidus.

Rezultati PCA-b analize su veoma slini rezultatima AHC-b analize. Na grafikonu
prikazanom na slici 5.24b moft e se jasno videti da je grupa Ib zauzimala desni donji kvadrant
dok je grupa IIIb, bez uzorka Lycexa-B, zauzimala levi donji kvadrant. Pomenuti uzorak
Lycexa-B je bio odvojen od grupe IIIb 1 nalazio se u levom donjem kvadrantu zajedno sa
uljima Lycuni-B 1 Lycvir-B (grupa 11b), a njegovo ne svrstavanje u grupu Ib, zajedno sa
ostalim uzorcima ulja ove biljne vrste, najverovatnije je posledica ekoloSko-geografskih
faktora. MeCutim, sva ulja vrste L. exaltatus i dalje pokazuju odreCenu sliénost koja se ogleda
u negativnoj vrednosti druge glavne komponente. Za razliku od rezultata PCA analize kada
su kao varijable koris¢eni procentualni sadrf aji pojedinacnih sastojaka, pri ovoj PCA analizi
ne dolazi do grupisanja etarskih ulja ¢iji je sastav analizirao isti nauéni tim, odnosno mote se
re¢i da se eventualni uticaj greSke eksperimentatora mot e izbe¢i, ili smanyjiti, ukoliko se kao
varijable koriste sume procenata klasa jedinjenja. TakoCe pri ovoj PCA analizi znatno je
manje vidljiv 1 uticaj ekolosko-geografskih parametara na grupisanje uzoraka.

Grupisanje etarskih ulja vrsta roda Lycopus dobijeno kao rezultat ACH 1 PCA analiza
u kojima su kao varijable kori$¢ene koriS¢ene sume procenata klasa jedinjenja u velikoj meri

je u skladu sa predlotenom podelom ovog roda na sekcije koja je izvrSena na osnovu
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morfoloskih karakteristika oragéi¢a (tabela 5.10; Moon i Hong, 2006). TakoCe iako se vrsta
L. lucidus sa morfoloSkog aspekta smatra srodnom vrsti L. europaeus, ova biljna vrsta je
hemotaksonomski gledano (na osnovu isparljivih 1 neisparljivih sekundarnih metabolita koje

produkuje) bliska i sa vrstom L. exaltatus.

SLIKA 5.24. REZULTATI AHC (a, DENDOGRAM) I PCA (b, BIPLOT) ANALIZA HEMIJSKOG SASTAVA ETARSKIH ULJA BILJNIH
VRSTA RODA LYCOPUS KADA SU KAO VARIJABLE KORISCENE SUME PROCENATA KLASA JEDINJENJA (MONOTERPENI (M),
SESKVITERPENI (S), DITERPENI (D), JEDINJENJA IZVEDENA IZ SIKIMATNOG PUTA (SM), JEDINJENJA IZVEDENA 1Z

METABOLIZMA MASNIH KISELINA (MMK) 1 0STALO (O) — KAO SESTA KLASA)
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5.3. SEKUNDARNI METABOLITI BILJNE VRSTE |. HELENIUM L.

5.3.1. IDENTIFIKACIJA I POTVRDA STRUKTURE 3-METIL-2-ALKANONA

SINTEZOM

U poslednjih nekoliko godina u okviru ,,0SA4” istrativacke grupe, na Departmanu za
hemiju, Prirodno-matematickog fakulteta u NiSu, sprovedena su ekstenzivna istrativanja ¢iji
su predmet bili isparljivi sekundarni metaboliti biljne vrste lnula helenium L. 1 njihova
bioloska aktivnost. Do sada je utvrCeno da je etarsko ulje korena ove vrste izrazito aktivno
prema bakteriji Staphylococcus aureus 1 da ono svoje baktericidno dejstvo ispoljava putem
ostecenja cCelijske membrane. Pored toga, hromatografsko razdvajanje ulja (i ispitivanje
aktivnosti dobijenih frakcija) otkrilo je da su seskviterpenski laktoni (98, 109 i 111, slika
3.12) glavni nosioci aktivnosti. TakoCe omoguéilo je detekciju (i identifikaciju) dodatnih
malozastupljenih sastojaka koji nisu bili detektovani pri GC 1 GC-MS analizi
nefrakcionisanog etarskog ulja (Stojanovi¢-Radié¢ et al., 2012). Cinjenica da je frakcija
najbogatija diplofilinom (111) ujedno i u najvecoj meri inibirala rast ovog mikroorganizma
(MIC = 0,2 png/ml) ukazivala je na to da je ovaj seskviterpenski lakton aktivniji u odnosu na
preostala dva, a konformacionom analizom je pokazano da je uoCena razlika u aktivnosti
najverovatnije posledica sterne zaklonjenosti a,-nezasi¢enog karbonilnog sistem aksijalnom
metil grupom u polotaju 14 kod alantolaktona (98) i izoalantolaktona (109) (slika 3.15)
(Blagojevi¢ i Radulovié¢, 2012). TakoCe kako su i prozvodi dobijeni nakon hemijskih
modifikacija ovih seskviterpenskih laktona 1 dalje posedovali antistafilokokalno dejstvo,
zakljuCeno je da za ispoljavanje istog nije isklju¢ivo neophodan pomenuti a,B-nezasi¢eni
karbonilni sistem (Stojanovi¢-Radi¢ et al., 2012).

MeCutim, hemijski sastav jo§ jedne frakcije sa izuzetno niskom MIC vrednoséu (0,8
pug/ml) je ostao nepoznat. Glavni sastojak ove malozastupljene frakcije (3,5%) je bio
seskviterpenski aldehid (R), za koji je pretpostavljeno da najverovatnije poseduje
germakranski skelet na osnovu uocene fragmentacije u masenom spektru, zajednom sa jos
devet jedinjenja (S1-9) koja su pokazivala pravilnost pri eluiranju sa GC kolone i analogiju u
masenim spektrima (slika 5.25). Naime, fragmentacija u masenim spektrima ovih jedinjenja,
prevashodno osnovni jon na m/z 72, koji najverovatnije nastaje Meklafertijevim (McLafferty)

premestanjem, 1 intenzivan jon na m/z 43, koji odgovara acetil fragmentu, nagovestavao je da
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je motda re¢ o 3-metil-2-alkanonima (Francke, 2010). Razlika od 14 amu (jedna CH; grupa)
izmeCu molekulskih jona dva uzastopna jedinjenja iz ove grupe u gasnom hromatogramu,
razdvojenih sa ca. 100 RI jedinica, ukazivala je na postojanje C;;—C;9 homologe serije ovih
jedinjenja. Natalost, u literaturi nisu bile dostupne vrednosti retencionih indeksa za ova
jedinjenja. Postojanje dodatna metil racve u molekulu je iskljuceno na osnovu vrednosti
razlike retencionih indeksa za izomere: 2-tridekanon i 6,10-dimetil-2-undekanon. Naime,
retencioni indeks za 6,10-dimetil-2-undekanon je za 90 jedinica niti u odnosu na njegov
neracvasti izomer 2-tridekanon, a posledica je postojanja dve metil racve (Setzer et al., 2005;
Wang et al., 2006). Kako je vrednost retencionog indeksa jedinjenja za koje smo pretpostavili
da je 3-metil-2-dodekanon bila nita u odnosu na onu za izomer normalnog niza, 2-
tridekanon, za svega pedesetak jedinica, mogla se odbaciti mogucénost postojanja dodatne

metil ra¢ve kod jedinjenja S;_¢ detektovanih u frakciji etarskog ulja korena /. helenium.

SLIKA 5.25. TIC HROMATOGRAM FRAKCIJE ETARSKOG ULJA KORENA [. HELENIUM (5% DIETIL-ETAR U HEKSANU) NA
KOME SE VIDE PIKOVI KOJI ODGOVARAJU SESKVITERPENSKOM ALDEHIDU R (RI = 1578) I 3-METIL-2 ALKANONIMA S _y.

PRIKAZANI SU I MASENI SPEKTRI ALDEHIDA R 1 3-METIL-2-TETRADEKANONA (S5)
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Detaljnim pregledom literature utvrCeno je da se 3-metil-2-alkanoni dugog lanca
veoma retko javljaju kao sastojci uzoraka prirodnog porekla, i da do sada nikada nisu
identifikovani kao biljni metaboliti. 3-Metil-2-dekanon je naCen u izlucevini kojom mut jak
Bengalskog tigra, Panthera tigris, vr$i obelet avanje svoje teritorije (Burger et al., 2008), dok
su ovo jedinjenje 1 njegov homolog (3-metil-2-undekanon) detektovani u normalnom urinu
vuka, Canis lupus (Raymer et al., 1986). Tri homologa nesSto duteg ugljovodoni¢nog lanca,
3-metil-2-tridecanon, 3-metil-2-tetradekanon i1 3-metil-2-pentadekanon, ulaze u sastav sekreta
koji luce Duforove tlezde kod vrste saharskih pustinjskih mrava, Cataglyphis bicolor
(Gokgen et al., 2002). Motivisani ovim zanimljivim prirodnim poreklom 3-metil-2-alkanona i
njihovom krajnje ograniCenom i specificnom rasprostranjenos¢u u prirodi, odluéili smo da
potvrdimo pretpostavljeni identitet jedinjenja Si_9, koja bi ujedno predstavljala potpuno nove
metabolite naCene u biljnoj vrsti I helenium, poreCenjem njihovih hromatografskih i
spektralnih osobina sa osobinama odgovarajuéih sintetskih 3-metil-2-alkanona. Izolovanje
ovih metabolita bilo je praktiéno nemoguée zbog njihovog malog sadrtaja i meCusobne
sliénosti, kao i slot enosti matriksa frakcije u kojoj se nalaze,” """ dok bi nam njihova sinteza
omogucila da ispitamo i u kojoj meri ova jedinjenja doprinose jakom antistafilokokalnom
dejstvu pomenute frakcije.

Kao polazno jedinjenje u sintezi 3-metil-2-alkanona S;¢ koriS¢en je komercijalno
dostupni metil-acetoacetat (Sy). Prvi korak u sintezi je bilo bazno-katalizovano alkilovanje -
ketoestra Sy odgovaraju¢im alkil-halogenidom, a dobijeni proizvodi Sia9a su zatim
metilovani na potpuno analogan nacin. Hidrolizom 1 dekarboksilacijom proizvoda
metilovanja Syp9p dobijeni su ciljni 3-metil-2-alkanoni Sq.9 (slika 5.26). Ukupni prinos 3-
metil-2-alkanona Sy bio je 50-65%. Svi sintetisani 3-metil-2-alkanoni su detaljno spektralno
okarakterisani ('H- i "C-NMR, IR, MS). Fragmentacija sintetisanih 3-metil-2-alkanona u EI-
MS spektru slagala se sa fragmentacijom jedinjenja iz frakcije etarskog ulja korena biljne
vrste 1. helenium, za koje se pretpostavljalo da predstavljaju C;;—C;9 deo homologe serije 3-
metil-2-alkanona. Radi potpune potvrde da se radi o istim jedinjenjima izvrSeno je
koinjektiranje svih sintetisanih 3-metil-2-alkanona sa pomenutom frakcijom etarskog ulja, a
porast intenziteta odgovaraju¢ih pikova u gasnom hromatogramu nesumnjivo je potvrdio da

je re¢ o C;;—Cjo seriji 3-metil-2-alkanona Si.9, Cime je njihovo prisustvo u biljnom carstvu

.{. .....
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dokazano po prvi put. Pored toga, neophodno je ista¢i da Cetiri homologa (C;3, C17—Cjo)

predstavljaju 1 nove prirodne proizvode.

SLIKA 5.26. SINTEZA 3-METIL-2-ALKANONA (Sq_g)

5.3.2. ODREDIVANJE SADRZAJA 3-METIL-2-ALKANONA U KORENU BILJNE VRSTE

|. HELENIUM

U cilju odreCivanjasadrt aja ovih jedinjenja u biljnom materijalu konstruisane su GC-
FID kalibracione prave za sve sintetisane 3-metil-2-alkanone S;_9, Na primer, kalibraciona
prava dobijena za 3-metil-2-oktadekanon, C = 1,3285 x 104 + 5,0526 x 107, imala je
izuzetno dobar koeficijent korelacije R* = 0,99989 (C je koncentracija u mg/ml, a 4 je
povrsina ispod pika). Za sve ostale 3-metil-2-alkanone dobijene su uporedive kalibracione
prave sa sliénim odgovorom detektora. Sadrtaj 3-metil-2-alkanona, odreCen na osnovu ovih
kalibracionih prava, bio je u osegu od 0,08 do 24,2 mg na 100 g suvog korena biljne vrste 1.
helenium (tabela 5.12).

TABELA 5.12. GC-FID KALIBRACIONI OPSEG, JEDNACINA KALIBRACIONE PRAVE, KOEFICIJENT KORELACIJIE

I REZULTATI KVANTITATIVNE ANALIZE ZA SVAKI POJEDINACNI 3-METIL-2-ALKANON

KALIBRACIONI OPSEG

o

OZNAKA  NAZIV JEDINJENJA (mg/mi] JEDNACINA KALIBRACIONE KRIVE R SADRTAJ
mg/m

Sy 3-Metil-2-dekanon C=1.3807 x 107*4 +5.0699 x 107 0,9997 0,32
S, 3-Metil-2-undekanon C=1.3690 x 10 *4 +5.0678 x 10~* 0,9997 0,21
S3 3-Metil-2-dodekanon C=1.3579 x 10*4 + 5.0626 x 10~ 0,9998 5,1
S4 3-Metil-2-tridekanon C=1.3542 x 107*4 + 5.0606 x 10~ 0,9999 2,1
Ss 3-Metil-2-tetradekanon 0,009-0,9 C=1.3436 x 1074 +5.0595 x 107 0,9999 24,2
Se 3-Metil-2-pentadekanon C=1.3379 x 10 *4+ 5.0566 x 10~ 0,9997 2,5
S; 3-Metil-2-heksadekanon C=1.3336x10"*4+5.0544 x 107 0,9998 4,5
Ss 3-Metil-2-heptadekanon C=1.3379 x 10 *4+5.0531 x 10~ 0,9999 0,08
So 3-Metil-2-oktadekanon C=1.3285 x 10 *4+5.0526 x 10~° 0,9999 0,54

" koeficijent korelacije;

 miligrama na 100 g suvog korena.
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5.3.3. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST 3-METIL-2-ALKANONA

Za jedan od ciljeva ovog istrativanja postavljeno je i utvrCivanje moguée bioloske
funkcije ovih retkih sekundarnih metabolita. Stoga je odreCen doprinos 3-metil-2-alkanona
(S1-9) ukupnoj antimikrobnoj aktivnosti frakcije etarskog ulja korena I. helenium, u kojoj su
detektovani, pomoc¢u mikrodilucione metode. Testiranje je vrSeno na Sest patogenih sojeva
bakterija 1 dva soja gljivica (tabela 5.13), pri cemu je izbor ovih mikroorganizama izvrSen na
osnovu sledeéa dva kriterijuma: (i) da je prethodno utvrCeno da etarsko ulje /. helenium
pokazuje aktivnost prema datom, ili srodnom, soju patogenih (prema ljudima) bakterija ili
gljivica (Deriu et al., 2008; Stojanovi¢-Radi¢ et al., 2012) i/ili (if) da ovi mikroorganizmi
mogu nastanjivati i1 zemljiSte Cime bi predstavljali moguce direktne patogene ove biljne vrste
(npr. Aspergillus niger, Staib et al., 1978). Dobijeni rezultati su bili pomalo iznenaCujucijer
je utvrCeno da 3-metil-2-alkanoni nisu bili aktivni prema bakteriji S. aureus pri ispitivanim
koncentracijama (MIC < 37,0 mg/ml), odnosno da su pokazali izrazitu selektivnost prema
samo jednom kvascu - Candida albicans (MIC = 3,7 mg/ml, tabela 5.13). Imajué¢i u vidu
rezultate ovog mikrobioloSkog testiranja moglo bi se re¢i da aktivnost pomenute frakcije
etarskog wulja korena [ helenium prema bakteriji S. aureus potice od jo§ uvek
neidentifikovanog seskviterpenskog aldehida (Stojanovi¢-Radi¢ et al., 2012), a da uocena
selektivnost 3-metil-2-alkanona ka soju C. albicans (gljivici koja se mote naci 1 u zemljisStu
(Hube, 2004; Marples, 1966)) ukazuje na to da ova jedinjenja mogu ucestvovati u odbrani
ove biljke od napada ovog konkretnog patogena. Data pretpostavka o zasStitnoj ulozi je
podrt ana 1 rezultatima nekih ranijih istrativanja koji su dobijeni za strukturno veoma srodna
jedinjenja. Na primer, naCeno je da su 2-alkanoni srednje dutine lanca (C7—C;s) veoma
efikasni u zastiti biljaka od herbivora, npr. moljaca (Manduca sexta L. 1 Heliothis zea Boddie;
Fridman et al., 2005). Pored toga, nedavno je utvrCeno da je etarsko ulje biljne vrste Ruta
chalepensis L. (Rutaceae) aktivno protiv nekih vrsta nematoda, poput Meloidogyne incognita
1 Meloidogyne javanica, koji napadaju koren biljaka, a individualno najaktivniji sastojak
ovog ulja je bio 2-undekanon (Ntalli et al., 2011). TakoCe utvrCeno je da 2-alkanoni
normalnog niza (C;p—C,,) prisutni u isparljivoj smoli koja se izluCuje na stablu biljne vrste
Commiphora rostrata (Burseraceae) pokazuju znacajnu antifungalnu aktivnost protiv veceg
broju vrsta rodova Aspergillus i Penicillium pri koncentraciji od 5000 ppm 1 stoga je
pretpostavljeno da ova jedinjenja mogu imati znacajnu ulogu u odbrani ove biljne vrste od

patogenih mikroorganizma (McDowell et al., 1988).
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TABELA 5.13. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST 3-METIL-2-ALKANONA (S;_o)

GLIIVICA JEDTNJENJEi NISTATIN
MIC? (mg/ml) (mg/ml)”

S, S; S4 Ss Se S; Ss So
C. albicans ATCC 10231 3,70 3,70 3,70 3,70 3,70 3,70 3,70 3,70 3,70 0,78

" nijedan od 3-metil-2-alkanona (Sy_s) nije bio aktivan, pri testiranim koncentracijama, prema sojevima Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus ATCC 9139, Escherichia coli ATCC 8739, Proteus
vulgaris ATCC 8427, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 1 Aspergillus niger ATCC 16404;

#MIC — minimalna inhibitorna koncentracija.

5.3.4. GAUSOVA RASPODELA 3-METIL-2-ALKANONA I RAZMATRANJE

BIOSINTEZE OVIH JEDINJENJA

Na slici 5.25 se mote uoditi da je i kod 3-metil-2-alkanona (S;_¢), naCenih u frakciji
etarskog ulja korena biljne vrste 1. helenium, sadrtaj homologa sa neparnim brojem C-atoma
u ugljovodoniénom nizu veéi u odnosu na one sa parnim. Ova raspodela 3-metil-2-alkanona
(S1-9) se mot e opisati vrednostima ACL = 14,94 1 CPI = 9,96, pri ¢emu je dobijena vrednost
ugljeniénog preferencijalnog indeksa izuzetno visoka. Sli¢na distibucija, u kojoj dominiraju
homolozi sa neparnim brojem C-atoma, je karakteristi¢na i za 2-alkanone normalnog niza
koji su prethodno detektovani kao metaboliti biljaka i nekih drugih organizama. Na osnovu
ovakve distribucije je prvo pretpostavljeno, a kasnije i dokazano, da se biosinteza 2-alkanona
odvija acetatnim biosintetskim putem (Fridman et al., 2005). NaCeno je da u poslednjem
ciklusu elongacije umesto redukcije karbonilne grupe u 3-ketoacil-ACP intermedijeru dolazi
do hidrolize tioestarske veze i dekarboksilacije nastale 3-ketokiseline pri ¢emu nastaju 2-
alkanoni (slika 5.27; Auldridge et al., 2012). Imajuéi u vidu da su 2-alkanoni i1 3-metil-2-
alkanoni konstitucioni izomeri i da pokazuju veoma sliénu raspodelu sadr{aja neparnih 1
parnih homologa, mote se pretpostaviti da i1 biosinteza 3-metil-2-alkanona protice na
analogan naéin kao kod 2-alkanona. MeCutum, uvoCenje metil raéve kod 3-metil-2-alkanona
zahteva neke dodatne korake u biosintezi. Do sada je, kod prirodnih proizvoda koji
prevashodno nastaju acetatnim biosintetskim putem, naCeno da dodatna metil raéva mot e biti
uvedena na rastuci poliketidni niz na tri razli¢ita naCina: (i) metilovanjem B-ketoestra pomocu
odgovarajuceg prirodnog elektrofila poput S-adenozilmetionina (Dewick, 2002); (ii) pomocu
startera koji ve¢ poseduje metil racvu u odgovaraju¢em polotaju (Youping et al., 2010); ili

(if) dodatkom metilmalonil-CoA umesto malonil-CoA u taéno odreCenom ciklusu elongacije
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(Chase et al., 1992). Stoga se mogu zamisliti barem tri razlicita biosintetska puta (A-C) koji
vode do 3-metil-2-alkanona, a oni su prikazani na slici 5.27. Biostintetski putevi A 1 C polaze
od istog startnog molekula propionil-CoA. U biosintetskom putu C metil ra¢va se uvodi u
pretposlednjem ciklusu elogacije pomoc¢u metilmalonil-CoA, dok u biosinteskom putu A
postoji samo jedan dodatni korak C-metilovanja koji prethodi krajnjoj Klajzenovoj reakciji,
hidrolizi tioestra i dekarboksilaciji. Biosintetski put B se najvise razlikuje, u odnosu na dva
prethodno opisana, jer metil grupa u polotaju 3 potice od odgovarajuceg startera Ce-3-
metilpentanoil-CoA (koji bi mogao da nastane iz homoizoleucina) dok se keto grupa u
polotaju 2 uvodi naknadno regiospecificnom hidroksilacijom anteizo-alkana sa neparnim

brojem C-atoma u nizu i oksidacijom nastalog alkohola (Chase et al., 1992).

SLIKA 5.27. PREDLOTENIM BIOSINTSKI PUTEVI KOJIM MOGU DA NASTANU 2-ALKANONI (AULDRIDGE ET AL., 2012;

Hit

FRIDMAN ET AL., 2005) I 3-METIL-2-ALKANONI SA NEPARNIM BROJEM C-ATOMA U NIZU

HUH Koraci u biosintezi, oznaéeni brojevima od 1 do 4, su detaljnije prikazani na slici 5.3.
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Jos jedna Cinjenica koja ide u prilog pretpostavci da se biosinteza 3-metil-2-alkanona
(S19) odvija acetatnim putem je Gausova raspodela njihovih relativnih sadrfaja koja je
prikazana na slici 5.28. Sli¢nu raspodelu smo prethodno uocili i kod epikutikularnih (n-, izo- 1
anteizo-) alkana plodova biljne vrste L. europaeus kada smo pretpostavili da ove normalne
raspodele reflektuju rad enzimskog sistema elongaze i da parametar p odgovara dutini
"idealne" masne kiseline koju bi ovaj enzimski sistem trebalo da biosintetiSe, dok parametar
{ predstavlja njegovu gresku pri biosintezi. Pored toga, utvrdili smo da se vrednosti
parametara p 1 { odlicno slatu sa ACL i CPI vrednostima koje se najceS¢e koriste za
opisivanje raspodele alkana prisutnih u voskovima. Za 3-metil-2-alkanone sa neparnim
brojem C-atoma u nizu karakteri¢ni su slede¢i parametri Gausove raspodele: p = 14,95, { =
2,17, R? = 0,9999, pri éemu je vatno primetiti da su vrednosti naCene za parametar p i
prosecnu dut inu ugljovodoni¢nog lanca, ACL = 14,94, skoro identi¢ne. Zanimljivo je da kod
raspodele 3-metil-2-alkanona standardna devijacija { ima vrednost od ca. 2 C-atoma,
odnosno 1 acetatnu jedinicu, dok je njena vrednost za sve Cetiri distribucije povrSinskih
alkana plodova biljne vste L. europaeus (C,—Cs4) bila ca. 2 acetatne jedinice (1,7-2,5).
Uocena razlika u vrednostima standardne devijacije { se mote dovesti u vezu sa vrstom
elongacionog sistema koja ucestvuje u biosintezi ove dve klase jedinjenja. Naime, poznato je
da u biosintezi glavnih sastojaka voskova ucestvuju dva tipa elongacionih enzimskih sistema,
pri ¢emu prvi elongacioni sistem vrsi de novo sintezu acil nizova do Cj, 1/ili Cyg, dok ih drugi
elongacioni sistem produtava do 30 ili viSe ugljenikovih atoma u nizu (Youping et al., 2010).
TakoCe smatra se da je distribucija alkana prisutnih u voskovima genetiéki predodreCena
dubinom hidrofobnog dtepa unutar membranskog enzimskog kompleksa drugog
elongacionog sistema (kao i brojem ovih elogacionih enzima), i da bi odstupanje ove
raspodele od idealne (srednje) vrednosti trebalo da bude dve acetatne jedinice (Denic i
Weissman, 2007). Imaju¢i u vidu dutine ugljovodoni¢nih lanaca kod homologe serije 3-
metil-2-alkanona (C;;—Cj9), tj. broj acetatnih jedinica koje su tokom biosinteze inkorporirane
u najduti homolog ove serije, mot e se re¢i da njihova raspodela predstavlja odraz rada prvog
elongacionog sistema koji je genetski kodiran tako da je manje sklon gresci ({ = 1 acetatna

jedinica) u odnosu na drugi elongacioni sistem ({ = 2 acetatne jedinice).
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SLIKA 5.28. GAUSOVA RASPODELA 3-METIL-2-ALKANONA SA NEPARNIM BROJEM C-ATOMA U NIZU DETEKTOVANIH U

FRAKCIJT ETARSKOG ULJA KORENA BILJNE VRSTE [. HELENIUM

5.3.5. RASVETLJAVANJE STRUKTURE NEPOZNATOG SESKVITERPENSKOG

ALDEHIDA IZ ULJA |. HELENIUM

U cilju identifikacije glavnog, 1 najverovatnije aktivnog, sastojka pomenute frakcije
etarskog ulja korena biljne vrste I. helenium, koja je pokazala izrazito antistafilokokalno
dejstvo, veéa koli¢ina ulja (oko 2 g) je podvrgnuta frakcionaciji pomocu dry flash
hromatografije. Nepolarni eluent je sprao sa kolone frakciju Ryyyv (dobijenu spajanjem 2
frakcije, a ¢ija je masa bila ca. 5 mg) obogacenu seskviterpenskim aldehidom R, za koju je
nakon GC-MS analize utvrCeno da sadrti 85% ovog jedinjenja i da su dva glavna oneéis¢enja
bila geranil-izobutanoat (T; 8%) i neril-izobutanoat (U; 5%). Maseni spektar jedinjenja R je
veoma li¢io na maseni spektar biciklogermakrenala. Jon najve¢e mase (molekulski jon) na
m/z 218 je odgovarao oksigenovanom seskviterpenu molekulske formule C;sH,,0O, a dva
jona, [M — 17" i [M —29]", karakteristi¢ni su za aldehide (slika 5.25).

U pokusaju rasvetljavanja strukture jedinjenja R uraCeni su i opsetni NMR
eksperimenti. Dobijeni 1D- 1 2D-NMR spektri su bili prili¢no slot eni, a njihova interpretacija
je bila otetana usled postojanja velikog broja meCusobno preklopljenih signala, kao i nekih
dodatnih signala koji su poticali od gore pobrojanih kontaminanata. Kao §to se 1 moglo
ocekivati, u "H NMR spektru uzorka Ryypv javio se Siroki singlet karakteristiCan za proton

aldehidne grupe na dy 9,53 (kome je dodeljena jedini¢na vrednost integrala). U protonskom
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spektru mogli su se uociti i1 signali 7 olefinskih protona, za koje se moglo pretpostaviti da
pripadaju aldehidu R na osnovu vrednosti njihovih integrala, i to na: éy 6,27 (1H, br. d, J =
0,7 Hz), 5,97 (1H, br. s), 5,83 (1H, m), 4,82 (1H, pseudo-quint) i 4,58 (1H, m), kao i
multiplet viSeg reda od dva protona u opsegu hemijskih pomeranja od 4,88 do 4,95 ppm
(slika 5.29a). Za dva multipleta malog intenziteta na 8y 5,38-5,29 i 5,15-5,05 je utvrCeno,
poreCenjem sa 'H NMR spektrima standarda geranil- i neril-izobutanoata (T i U), da potiéu
od olefinskih protona ova dva glavna kontaminanta (slika 5.29b). Pomalo je bilo
iznenaCujuée da u literaturi nisu bili dostupni potpuno asignirani 'H- i "*C-NMR spektri ova
dva izobutanoata. U oblasti ispod 3 ppm signali su bili meCusobno preklopljeni $to je
onemogucilo analizu ovog dela protonskog spektra. Jedino se za singlet na oy 1,03 (3H)
moglo pretpostaviti da poti¢e od CH3 grupe, a oblik signala je ukazivao na to da ova metil
grupa nema vicinalne protone u okrutenju, odnosno da je vezana za kvaternerni ugljenikov
atom.

Pored signala ugljenika aldehidne grupe na 8¢ 194,5, u oblasti izmeCu100 i 150 ppm,
u BC NMR spektru uzorka Rypyy, moglo se uociti jo§ osam olefinskih BC rezonanci. Od
pomenutih signala ugljenika dvogube veze, Cetiri su bila znatno intenzivnija od ostalih.
Spektar DEPT135 je pokazao da tri signala, na d¢ 132,9, 112,21 110,1, poti¢u od ugljenika
metilenske grupe (=CH;), a da preostali signal na 6c 150,0 predstavlja metinski olefinski
ugljenik (=CH-), §to je bilo u saglasnosti sa prethodno predot enim brojem olefinskih protona
u aldehidu R. Shodno tome, jedinjenje R bi trebalo da u svojoj strukturi ima (najmanje) tri
dvogube veze 1 da su dva njegova olefinska ugljenika neprotonovana. Ova pretpostavka je
potvrCena na osnovu odgovaraju¢ih korelacija u gHMQC spektru: (i) signal metinskog
ugljenika na d¢ 150,0 je korelisao sa protonom na oy 5,83 (if) metilenski olefinski ugljenik na
dc 132.,9 je pokazivao korelacije sa protonima na oy 6,27 i1 5,97; (iii) metilenski olefinski
ugljenik na o6¢ 112,2 sa protonima na oy 4,82 1 4,58; (iv) a metilenski olefinski ugljenik na d¢
110,1 se sprezao sa protonima u oblasti izmeCu 4,88 i 4,95 ppm. Geminalno kuplovanje
pomenutih parova metilenskih olefinskih protona je, takoCe bilo vidljivo na osnovu
korelacionih signala u 'H-'H gDQCOSY spektru. Iz DEPT135 spektra je potvrCeno i
prisustvo dve metil grupe na oc 24,9 1 16,6, a na osnovu gHMQC spektra, ovi ugljenici su
vezani za vodonike na 1,70 1 1,03 ppm. Za singlet na 1,03 ppm smo ve¢ pretpostavili da
odgovara CHj; grupi koja je vezana za kvaternerni ugljenikov atom, dok je detaljnija analiza

dela protonskog spektra oko 1,70 ppm otkrila prisustvo jo§ jedne CHj3 grupe koja se usled
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daljinskog kuplovanja javila kao dublet dubleta (J = 1,6, 0,8 Hz). Vrednosti hemijska
pomeranja za ovu metil grupu, oy 1,70 1 6¢ 24,9, ukazuju da se ona najverovatnije nalazi na

nekoj od dvogubih veza (paramagnetni pomeraj).

SLIKA 5.29. (a) "H NMR SPEKTAR UZORKA Ryjprv SA INTEGRALJENIM SIGNALIMA KOJI SU PRIPISANI SESKVITERPENSKOM
ALDEHIDU R. (b) MEPUSOBNO POREPENJE '"H NMR SPEKTRA (PREKLOPLJENI SPEKTRI U OBLASTI HEMIJSKIH POMERANJA
< 3 PPM) UZORKA Ry v (0OZNACENOG CRVENOM BOJOM) SA '"H NMR SPEKTRIMA DVA GLAVNA KONTAMINANTA

GERANIL-IZOBUTANOATA (T, OZNACEN PLAVOM BOJOM) I NERIL-IZOBUTANOATA (U, OZNACEN ZELENOM BOJOM)
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Na osnovu interakcija uocenih u 'H - B¢ gHMBC spektru uzorka Ry v bilo je
moguce sastaviti dva strukturna fragmenta jedinjenja R koja su prikazana na slici 5.30.
Postojanje korelacionih signala izmeCu: () dva metilenska olefinska protona na &y 6,27 1 5,97
sa aldehidnim (8¢ 194,5), neprotonovanim olefinskim (3¢ 155,0) i alifaticnim metinskim
ugljenikom (8¢ 36,5), kao i izmeCu (ii) protona aldehidne grupe i upravo pomenutog
olefinskog 1 metinskog ugljenika, omogucilo je formiranje fragmenta koji je odgovarao a-
supstituisanom akroleinu (slika 5.30b). Geminalni (metilenski) protoni na oy 6,27 1 5,97 su
imali znaCajno razli¢ita hemijska pomeranja usled magnetnog anizotropnog efekta aldehidne
grupe. Proton Ha koji se nalazio na veCem hemijskom pomeranju mogao se sa sigurno$¢u
asignirati kao cis u odnosu na aldehidnu grupu. TakoCe kod ovog protona Ha moglo se uogiti
daljinsko sprezanje od 0,7 Hz, dok je Sirina ovog dubleta ukazivala na postojanje 1 nekih

dodatnih (daljinskih) kuplovanja.

SLIKA 5.30. (a) UVECANJE '"H — C GHMBC SPEKTRA UZORKA Ryiv SA OBELETENIM (ODGOVARAJUCOM BOJOM)
KORELACIONIM SIGNALIMA TAKO DA SE BOJA PODUDARA SA KORELACIJAMA NA STRUKTURAMA (b) 1 (¢); (b) I (¢)
STRUKTURNI FRAGMENTI SA OZNACENIM ODGOVARAJUCIM 'H — *C GHMBC KORELACIJAMA (ISPREKIDANE STRELICE).

STRELICA SIVE BOJE PREDSTAVLIA 'H — 'H GDQCOSY INTERAKCIJU.

Drugi strukturni fragmenta je sastavljen na osnovu podaka iz 'H — °C gHMBC i 'H —
'H gDQCOSY spektara vezanih za dva metilenska olefinska protona na &y 4,82 i 4,58, i dve
metil grupe na dy 1,70 i 1,03. UocCena 'H-"C daljinska sprezanja protona na oy 4,82, 4,58 i
1,70 ukazivala su na postojanje izopropenilnog spinskog sistema vezanog za metinsku grupu

na oc 52,5 (slika 5.30a i c). Protoni druge CH; grupe (d¢ 16,6 i oy 1,03) su ocekivano
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korelisali sa kvaternernim ugljenikom na d¢ 39,5, dok su za dalje proSirenje ovog strukturnog
fragmenta najznacajnije bile njihove interakcije sa ugljenikom =CH- grupe (6¢ 150,0 1 oy
5,83) i metinskim ugljenikom na 8¢ 52,5. lako se proton iz pomenute =CH- grupe u 'H — °C
gHMBC spektru mogao dovesti u vezu jedino sa kvaternernim ugljenikom na o¢ 39,5, on je u
'H — '"H gDQCOSY spektru pokazivao korelacione signale sa oba preostala metilenska
olefinska protona u oblasti izmeCu 4,88 i 4,95 ppm, koji su omoguéili upotpunjavanje ovog
strukturnog fragmenta (slika 5.30c).

Stoga, izgledalo je da u nasem seskviterpenskom aldehidu postoji i vinilna grupa, koja
je predstavljala tipicni ABX spinski sistem. Hemijska pomeranja i konstante kuplovanja
multipleta na 5,83 i 4,88-4,95 ppm, koji su ¢inili pomenuti spinski sistem, su odreCeni
pomocu WinDNMR softvera (Reich, 1995). Variranjem vrednosti hemijskih pomeranja i
konstanti kuplovanja dobijen je simulirani odgovarajuci deo spektra (slika 5.31) tako da on
najbolje odgovara eksperimentalnom. Na ovaj nacin je potvrCeno prisustvo 2,4-dimetilheksa-
1,5-dien-3,4-diil fragmenta, koji se veoma Cesto sre¢e kod seskviterpena elemanskog i

srodnih skeleta.

SLIKA 5.31. POREDPENJE IZGLEDA SIGNALA PROTONA VINILNE GRUPE, NA dy 5,83 (a) i 4,88-495 (b), U
EKSPERIMENTALNOM (SIGNALI CRVENE BOJE) I U SIMULIRANOM SPEKTRU (SIGNALI PLAVE BOJE) POMOCU WINDNMR

SOFTVERA
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Na osnovu molekulske formule aldehida R (C;5H;,0), ocekivalo bi se da u ovom
molekulu postoji ukupno 5 nezasi¢enja. Kako smo ve¢ utvrdili prisustvo aldehidne grupe i tri
dvogube veze, veoma je verovatno da preostalo nezasic¢enje potice od prisustva nekog prstena
u njegovoj strukturi. Do sada je detaljna NMR analiza uzorka Ryy.v omogudila predlog dela
strukture (dva strukturna fragmenta) molekula R 1 asignaciju 12 ugljenikovih i1 14
vodonikovih atoma, dok su signali 2 protona iz CH grupa (6¢ 52,5 1 gy = 2,10, 6¢ 36,5 1 0y =
2,55) samo locirani na osnovu 2D spektara. Ostala su nepoznata hemijska pomeranja za 3
ugljenikova i 6 vodonikovih atoma. Jedini signali u DEPT135 spektru koji su ostali
nedodeljeni su signali CH, grupa na d¢ 39,7, 32,8, 29,7 i 26,8, pa se mote zakljuciti da
ugljenici i protoni koji nedostaju u strukturi R predstavljaju tri CH, grupe. MeCttim, kako su
se signali ovih protona nalazili u oblasti jakog magnetnog polja pouzdano utvrCivanje
njihovog hemijskog pomeranja je bilo prakticno nemoguée, kako usled meCusobnog
preklapanja njihovih signala, tako i usled preklapanja sa signalima koji poticu od necistoc¢a
(slika 5.29b).

Tako, da bi se u potpunosti odredila struktura jedinjenja R, bilo je neophodno
razdvajanje preklopljenih signala u oblasti ispod 3 ppm, odnosno uproS¢avanje 'H NMR
spektra. Ovakav problem se ponekad mot e resiti povecanjem radne frekvence tj. koriS¢enjem
spektrometra koji radi na jaCem magnetnom polju, ali su ovi najsavremeniji NMR aparati
visoke rezolucije (> 600 MHz), usled visoke cene retki. Druga metodologija, kojom se pod
izvesnim uslovima mot e posti¢i razdvajanje preklopljenih 1 bliskih multipleta, zasniva se na
primeni tzv. reagenasa hemijskog pomeranja (shifts reagents). Oni predstavljaju komplekse
retkih zemalja (lantanida) sa 1,3-diketonima 1 to najéeS¢e europijuma (slika 5.32a;
Milosavljevi¢, 2004). Pomenuta metoda je prvi put primenjena davne 1969. godine
(Hinckley, 1969), a Cesto je koriS¢ena tokom naredne dve decenije.

Primena lantanidnih (paramagnetnih) reagenasa hemijskog pomeranja (LSR) je
zasnovana na njihovoj sposobnosti da se selektivno koordiniraju za elektron-donorsku
funkcionalnu grupu (tj. Luisovu bazu) u supstratu sto dovodi do lokalne promene magnetnog
polja koje osecaju protoni (i ugljenici) u blizini koordinacionog mesta, a samim tim i do
pomeranja njihovih signala u NMR spektru (Turov et al., 2005). Na ovaj naCin se mote
posti¢i razdvajanje preklopljenih signala, tj. uklanjanje degenerisanosti hemijskih pomeranja
pojedinih slucajno izohronih protona, ¢ime se mogu dobiti dodatne informacije, o strukturi

supstrata, iz multipletnosti, konstanti kuplovanja i vrednosti integrala ovih signala (slika
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5.32¢ i d). Sam lantanidni jon ima izratena paramagnetna svojstva i njegov uticaj na
magnetnu okolinu jezgara u supstratu prevashodno se prenosi putem dva mehanizma: (i)
kontaktnim dejstvom koje se prenosi delokalizacijom spina nesparenog elektrona lantanida
kroz hemijske veze supstrata i koje osecaju samo jezgra bliska mestu kompleksiranja, i (i7)
pseudokontaktnim dejstvom koje se ne prenosi putem hemijskih veza, ve¢ kroz prostor, i koje
potice od sekundarnog magnetnog polja, koje je obi¢no anizotropno, a stvara ga
paramagnetni katjon. Zbog njihovog jakog elektropozitivnog karaktera i zaklonjenosti
nesparenih valentnih elektrona u f-orbitalama, lantanidi najées¢e formiraju komplekse putem
elektrostati¢kih interakcija. Stoga se i smatra da lantanidi dovode do promene hemijskih
pomeranja prevashodno pseudokontaktnim mehanizmom i da veli¢ina promene hemijskog
pomeranja indukovanog lantanidom (Ady 1 Adc) iskljuivo zavisi od rastojanja lantanid -
posmatrano jezgro (7; pri cemu efekat lantanida naglo opada sa kubom ovog rastojanja), kao i
od njihovog stereohemijskog odnosa definisanog uglom () izmeCumagnetne ose lantanida i

linije rastojanja r (slika 5.32b; Mayo, 1973; Milosavljevi¢, 2004).

SLikA 5.32. (a) STRUKTURA TRIS(6,6,7,7,8,8,8-HEPTAFLUORO-2,2-DIMETIL-3,5-OKTANDIOATO)EUROPIJUMA(IIT)
(Eu(FoD);) (b) GEOMETRIJSKI PARAMETRI (7 I §) OD KOJI ZAVISI PROMENA HEMIJSKOG POMERANJA PRIKAZANOG
PROTONA (Ady) U KOMPLEKSU EU-SUPSTRAT (ALKOHOL). PROSTOR SMANJENE ZASTITE (POZITIVNO Ady) OZNACEN JE SA
,—", A PROSTOR POVECANE ZASTITE (NEGATIVNO Ady) SA ,,+”. 'H NMR SPEKTRI (220 MHz) 1-HEKSANOLA U CDCls: (¢)

BEZ REAGENSA HEMIJSKOG POMERANIJA I (d) U PRISUSTVU EU(FOD);3 (LIGAND : SUPSTRAT = 0,065)
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U praksi se ova metoda upros¢avanja NMR spektara sastoji od sukcesivnog
dodavanja taéno odreCene mase LSR i snimanja (i meCusobnog uporeCivanja) NMR spektara
nakon dodatka svake porcije LSR. Hemijska pomeranja pojedinih vodonikovih i ugljenikovih
atoma se menjaju, u vecoj ili manjoj meri, nakon dodatka svake porcije LSR, §to mote u
odreCenom trenutku dovesti do razdvajanja pojedinih preklopljenih signala ¢ime bi se
eventualno olakSala njihova asignacija. Ova metoda je do sada uspeSno primenjena pri
strukturnoj i konformacionoj analizi mnogih sintetskih i prirodnih organskih jedinjenja, kao 1
pri odreCivanju enantiomernog viska. Za njenu primenu u odreCivanju opticke &istoée bio
neophodan supstrat u Cistom stanju sa razjasnjenom, ili najveéim delom razjasnjenom,
strukturom na osnovu uobi¢ajenih NMR merenja (Chakrabarttya et al., 1982; Gansow et al.,
1971; Hinckley et al., 1971; Kuhnz i Rembold, 1977; Schenato et al., 2003; Seger et al.,
2000; Turov et al., 2005; Wineburg i Swern, 1972). Nedavno su primenom hiralnih
lantanidnih reagenasa hemijskog pomeranja uspesno izvriena i odreCivanja sadrtaja
enantiomera pojedinih oksigenovanih biciklicnih monoterpena (bornil-acetata, fenhona i
kamfora) u etarskim uljima, bez njihovog prethodnog izolovanja (Baldovini et al., 2003;
Ristorcelli et al., 1998). Sliéna metodologija je primenjena i pri odreCivanju enantiomernog
viSka atropina 1 hiosciamina u sirovom ekstraktu semena biljne vrste Datura stramonium
(Lanfranchi et al., 2010).

U upravo pomenutim kvantitativnim NMR studijama (Baldovini et al., 2003;
Lanfranchi et al., 2009; Ristorcelli et al., 1998;), za odreCivanje sadrtaja odreCenog
jedinjenja u smesi prirodnog porekla, bio je neophodan standard tog jedinjenja za
konstrukciju kalibracione prave. Sama metodologija je bila zasnovana na postojanju seta
signala koji nisu bili preklopljeni sa drugim signalima (koji su poticali bilo od datih analita ili
drugih molekula iz matriksa). Ovo je i1 bio glavni razlog zbog ¢ega su se istrativaci odluéili
da prate promene hemijskih pomeranja signala u '>*C NMR spektru indukovanih lantanidom, i
to uprkos gubitku osetljivosti 1 javljanja problema vezanih za integraljenje signala, jer je sam
po sebi dekuplovani *C NMR spektar znatno manje kompleksan u odnosu na '"H NMR
spektar. Do sada, metodologija zasnovana na primeni LSR nije kori§¢ena za razdvajanje
preklopljenih signala (kako u "H NMR, tako i u ?C NMR spektru) koji potiéu od razliéitih
(neenantiomernih) molekula, tj. za odreCivanje strukture pojedinaénih nepoznatih sastojaka
neke smeSe, odnosno, pri kvalitativnoj analizi. Razdvajanje sluéajno preklopljenih signala

koji poti¢u od dva ili viSe sastojaka neke smeSe bi mogao biti krajnji ishod postepenog
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dodavanja LSR neposredno u datu smesu buduci da se mot e ocekivati: (i) razliCito pomeranje
ovih signala usled razlika u strukturi jedinjenja od kojih poti¢u (tj. usled razliCitih prostornih
odnos LSR i koordinacionih mesta (funkcionalnih grupa) u nagraCenim kompleksima, kao i
identiteta samih funkcionalnih grupa); (i) meCisobna kompeticija prilikom kompleksiranja
(usled razliCite stabilnost kompleksa koje grade pojedinacni sastojci smese sa LSR); 1 (iii)
pomeranje ravnotete reakcije kompleksiranja sa LSR usled razliCitog sadrtaja pojedih
sastojaka smese (Cockerill et al., 1973; Mayo, 1973).

TakoCe do sada su u svega nekoliko istat ivanja kori§éeni 2D NMR eksperimenti ('H
— '"H COSY, NOESY, HSQC i HMBC) u kombinaciji sa LSR pri pokusaju potpune
asignacije '"H- i ?C-NMR spektara prirodnih proizvoda (Konig i Wright, 1995; Orjala et al.,
1993; Wright et al., 1992); ovo je neoCekivano jer se mote dobiti mnogo vise korisnih
informacija iz ovakvih 2D spektara u kojima su signali meCusobno razdvojeni. Pored toga,
prisustvo LSR koji poseduje paramagnetna svojstva trebalo bi da poveéa osetljivost °C NMR
merenja, a samim tim i da znaGajno skrati vreme koje je potrebno za snimanje valjanih >C
NMR spektara, cak i za uzorke dostupne u jako maloj koli¢ini (poput uzorka Rymry;
Flockhart i Thorburn Burns, 1987). MeCutim, upotreba LSR ima i svoju negativnu stranu jer
mote da dovede do smanjenja (ali ne i1 potpunog gubitka) nuklearnog Overhauser-ovog
efekta, zbog Cega, pri visokim koncentracijama LSR, mote do¢i 1 do Sirenja signala. Shodno
tome, da bi se ovo izbeglo preporucuje se titracija sa LSR (Cockerill et al., 1973).

lIako je opisana detaljna analiza NMR spektara smese Ryyy prutila veoma dragocene
podatke ona nije rezultovala konkretnim predlogom strukture seskviterpena R. Shodno tome,
odluéili smo da pokusamo da pojednostavimo izgled protonskog spektra uzorka Ryyyv u
oblasti jakog magnetnog polja dodatkom LSR. Iako pomenuti uzorak predstavlja smesu vise
jedinjenja pretpostavili smo da ¢e uticaj LSR biti najoCigledniji na signale koji poti¢u od
naSeg jedinjenja R, koje je najzastupljenije u uzorku, a i1 sadr{i aldehidnu grupu, koja se
smatra dobrom Luisovom bazom, a veoma je pogodna za koordinaciju sa LSR. Nadali smo se
da ¢e nam graCenje adukta sa LSR omoguéiti da makar asigniramo signal protona iz CH
grupe (0c 36,5 1 0y = 2,55) za koju smo ve¢ utvrdili da je povezana sa akroleinskim delom
(koordinacionim mestom LSR), i za koji se stoga mogao ocekivati vidljivi pomak ka oblasti
slabijeg polja. Eu(fod)s; je izabran kao LSR jer kombinuje sposobnost maksimalne indukcije
hemijskog pomeranja sa minimalnim $irenjem pomerenih signala. TakoCe, Eu(fod); je dobro
rastvoran u CDCls, a njegova jezgra ne daju signale u uobiCajenoj oblasti precesionih

frekvenci za vecinu organskih jedinjenja (Kuhnz 1 Rembold, 1977). Sa dodatkom Eu(fod);
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protonski spektar uzorka Ryyyv se znaCajno uprostio jer je doSlo do paramagnetnog
pomeranja veceg broja signala. I dok su promene polot aja signala protona iz prvog utvrCenog
strukturnog fragmenta (slika 5.30b), koji se nalaze u neposednoj blizini koordinacionog
mesta, bile ocekivane, uticaj europijuma(Ill) na protone vinilne, izopropenil 1 CH grupe (d¢
52,51 8y = 2,10), koji pripadaju drugom strukturnom fragmentu, bio je priliéno iznenaCujué
(slika 5.33).

Najizrazitije promene u odnosu na referentni spektar (bez dodatka LSR) bile su:
meCusobno razlaganje signala protona sa =CH, kraja vinilne grupe i izdvajanje signala
protona obe CH grupe iz veoma slotenog dela spektra na oy < 3 ppm. Pri priblitnom
molarnom odnosu [LSR] : [aldehid] = 0,45 mogla su se jasno uociti dva zasebna dubleta
dubleta na oy 5,06 (J=17,5, 1,3 Hz) 1 05 5,00 (J = 10,8, 1,3 Hz), koja su zajedno sa dubletom
dubleta na oy 6,03 (J = 17,5, 10,8 Hz) ¢inila ABX spinski sistem vinilne grupe (slika 5.33;
tabela 5.14). Poznato je da su kod alkena, trans protoni jace spregnuti (veca konstanta
kuplovanja) u odnosu na cis, dok je vrednost konstante kuplovanja za geminalne vodonike jos
nifa u odnosu na prethodna dva (Milosavljevi¢, 2004). Shodno tome moglo se tvrditi da je
proton (oznacen sa Ha) €iji je signal na neSto ve¢em dy zauzimao trans polotaj u odnosu na

=CH proton.

SLIKA 5.33. POMACI SIGNALA TOKOM POSTEPENOG DODAVANJA EU(FOD);: PROTONA ALDEHIDNE GRUPE (a), OLEFINSKIH
PROTONA KOJI SU SE NALAZILI NA (b) 83> 5,8 PPM I (¢) 8y < 5 PPM U REFERENTNOM SPEKTRU, I ALIFATICNIH PROTONA (d)

KOJI SU REZONIRALI U OPSEGU OD 1,45 DO 2,60 PPM U REFERENTNOM SPEKTRU
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TABELA 5.14. 'H- 1 "C-NMR PODACI ZA ELEMENAL (R) I KOMPLEKS EU(FOD); — ELEMENAL PRI

MOLARNOM ODNOSU OD 0,45 1 EKSPERIMENTALNO ODREDENE VREDNOSTI AEU ZA PROTONE

POLOZA) ELEMENAL [ [Eu(FOD);]/[ELEMENAL] = 0,45

dn [ppm] dc [ppm] o [ppm] dc [ppm]

1 5,83 (m, 1H) 150,0 6,03 (dd,J=17.,5, 10,8 Hz, 1H) 150,2 0,41
2 4,92¢ 110,1 a: 5,00 (dd, J=10,8, 1,3 Hz, 1H) 110,2 0,23
4,93¢ b: 5,06 (dd, J=17,5, 1,3 Hz, 1H) 0,27
3 a: 4,82 (pseudo-quint, J= 1,6, Hz, 1H) 112,2 a: 4,97 (m, 1H) 112,5 0,32
b: 4,58 (pseudo-dq, J= 1,6, 0,8 Hz, 1H) b: 4,86 (m, 1H) 0,61
4 o 1474 - 147,8 -
5 2,14¢ 52,5 2,68 (br. dd,J=12,8, 3,0 Hz, 1H) 53,1 1,23
6 ~ 1,59 2H)* 32,8¢ e: 2,87 (pseudo-dt, J=12,9,3,2 Hz, IH) 33,9 2,84
a: 2,53 (pseudo-q, J = 12,5 Hz, 1H) 2,09
7 2,58¢ 36,5 4,74 (br. tt, J= 12, 3 Hz, 1H) 38,6 4,95
8 e:~1,62° 26,8 e: 2,95 (br. pseudo-d quint, J=13,5,3 28,0 2,96
Hz, 1H)
a:~ 1,46° a: 2,41 (pseudo-qd, J=13,5, 3,4 Hz, 1H) 2,11
9 e:~ 1,47 39,7 e: 1,84 (pseudo-dt,J=13,4,3,4Hz, 1H) 40,3 0,82
a:~1,56° a: 2,12 (pseudo-td, J= 13,4, 3,6 Hz, 1H) 1,24
10 - 39,5 - 40,0 -
11 - 155,0 - I -
12 9,53 (br. s, 1H) 1945 12,83 (s, 1H) 207,2 7,55
13 a: 6,27 (br. d, J=0,7 Hz, 1H) 132,9 a: 6,89 (br. d, J=0,7 Hz, 1H) 1353 1,39
b: 5,97 (br, s, 1H) b: 6,91 (s, 1H) 2,13
14 1,03 (br. s, 3H) 16,6 1,38 (br. s, 3H) 17,0 0,74
15 1,70 (dd,J = 1,6, 0,8 Hz, 3H) 24,9 1,88 (dd, J = 1,6, 0,8 Hz, 3H) 25,0 0,36
“ hemijska pomeranja su odreCena ekstrapolacijom prave f (8y) = f ([Eu(fod)s]/[Elemenal]) na [Eu(fod);]/[Elemenal] = 0;
b u datoj poziciji nema vodonika;
°hemijska pomeranja su odreCena na osnovu odgovarajuéih korelacionih signala u gHMQC spektru;
“ hemijska pomeranja su odreCena na osnovu odgovarajuée vrednosti hemijskog pomeranja indukovanog lantanidom;
¢ odreCivanje hemijskog pomeranja je bilo otet ano zbog $irenja signala.

Lociranje protona CH grupa je bilo olakSano ¢injenicom da je uticaj lantanidnih
reagenasa hemijskog pomeranja isti kako za jezgra ugljenika tako 1 za jezgra vodonika koja
se nalaze na priblitno istom rastojanju (tj. direktno su meCusobno vezana) u odnosu na
paramagnetni katjon (tj. ista je apsolutna vrednost Adc 1 Ady izratena u ppm). Prema tome
mogli smo veoma lako da odredimo polotaj protona obe CH grupe iz gHMQC spektara,
snimljenih nakon dodatka Eu(fod)s, jer je promena izgleda *C NMR spektara bila manje
izratena u odnosu na protonski zbog znatno Sireg spektralnog opsega (0 — 250 ppm). Pri

molarnom odnosu 0,45, proton iz CH grupe blit e koordinacionom centru dao je signal na dy
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4,74, u obliku Sirokog tripleta tripleta (J =~ 12, 3 Hz), dok se signal protona iz dalje CH grupe
javio na oy 2,68 kao Siroki dubleta dubleta (J = 12,8, 3,0 Hz; tabela 5.14).

Pored toga u pomenutom gHMQC spektru su sada bila vidljiva i1 tri para
dijastereotopnih protona: (i) protoni na oy 2,95 1 2,41 su korelisali sa ugljenikom na 6¢ 28,0,
(if) protoni na oy 2,87 1 2,53 sa ugljenikom na 6¢ 33,9, a (iii) protoni na oy 2,12 1 1,84 sa
ugljenikom na o¢ 40,3 (slika 5.34; tabela 5.14). Ovo razdvajanje signala pomenutih parova
dijastereotopnih protona je bilo krucijalno za kompletiranje strukture naseg seskviterpenskog
aldehida R, tj. elema-1,3,11(13)-trien-12-ala, jer je sada u 'H — '"H gDQCOSY spektru bilo
evidentno prisustvo sledeceg spinskog sistema (C),CH-CH,-CH(C)-CH,-CH,-C(C); (slika
5.35a). Upravo uspostaljena konektivnost je bila podrtana i odgovarajuéim interakcijama u
'H — BC gHMBC spektru. Ovaj spinski sistem je povezao strukturne fragmente 1 i 2 u
cikloheksanski prsten, ujedno kompletirajuc¢i elemanski skelet u aldehidu R. Multipletnost
signala ovih CH, grupa bila je u potpunosti u saglasnosti sa postojanjem 1,3,4,4-
tetrasupstituisanog cikloheksanskog prstena, pri ¢emu su konstante geminalnog (Jeem) 1 trans-
diaksijalnog sprezanja (J,), kao 1 konstante aksijalno-ekvatorijalnog (J,e) 1 ekvatorijalno-
ekvatorijalnog (Je.) sprezanja, kod pomenutih dijastereotopnih protona imale meCusobno
veoma slicne vrednosti (Joem = Jaa 1 Jae = Jee), Sto je rezultiralo veoma kompleksnim pseudo

oblicima njihovih signala (tabela 5.14).

SLIKA 5.34. DEO GHMQC SPEKTRA, KOJI JE SNIMLJEN PRI MOLARNOM ODNOSU EU(FOD); : ELEMENAL = 0,45, NA KOME

SE JASNO MOGLO UOCITI RAZDVAJANJE PAROVA DIJASTEREOTOPNIH PROTONA
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lako smo detaljnom pretragom literature utvrdili da je ovaj seskviterpenski aldehid
elemanskog skeleta ve¢ izolovan iz prirodnih uzoraka, njegovo nalatenje u prirodi se ipak
mot e okarakterisati kao veoma retko. Naime, ovaj seskviterpenski aldehid, elemenal (ili -
elemenal), prethodno je izolovan u ¢Cistom stanju (pre nekih 50 godina) iz etarskih ulja biljnih
vrsta Thujopsis dolabrata Stieb. et Zucc. (It6 et al., 1965) i Saussurea lappa Clarke (Maurer i
Grieder, 1977). Struktura elemenala je prvo bila pretpostavljena na osnovu ograni¢enih
spektralnih podataka (UV-Vis, IR i '"H NMR (90 MHz); koji su bili dostupni u to vreme), a
zatim i potvrCena, zajedno sa apsolutnom stereohemijom, na osnovu poreCenja sa
autenticnim semisintetskim standardom dobijenim iz (—)-fB-elemena. Korelacioni signali
izmeCu protona CH grupa, kao i protona CH; grupa, u NOESY spektru uzorka Rypyy,
snimljenom nakon dodatka Eu(fod)s;, potvrdili su da i1 na$ antistafilokokalni elema-
1,3,11(13)-trien-12-al (R) ima istu relativnu konfiguraciju kao prethodno izolovani elemenal
(slika 5.35b). Prisustvo Eu(fod); (pri molarnom odnosu 0,45) nije dovelo do nestanka nOe,
najverovatnije zato $to je osnovni modus rada LSR bio putem pseudokontaktnog dejstva t;.
dipolarne interakcije (Ciji se efekat prenosi kroz prostor), a poti€e od sekundarnog magnetnog
polja, koje je anizotropno, a generiSe ga paramagnetni katjon (Mayo, 1973). TakoCe dodatak
Eu(fod); je smanjio i vreme neophodno za snimanje °C- i 2D-NMR spektara smese Ryp.ry
koja je bila dostupna u koli¢ini od svega par miligrama, a da pri tom nije doveo do

znatajnijeg Sirenja signala.

SLIKA 5.35. (a) KORELACIONI SIGNALI U '"H-'H GDQCOSY SPEKTRU KOJI SU BILI NAJZNACAINIJI ZA UZVRDIVANJE
STRUKTURE SESKVITERPENSKOG ALDEHIDA R. (b) STRUKTURA ELEMENALA (R) SA NUMERACIJOM C-ATOMA NA KOJOJ SU
OZNACENE I KORELACIE U NOESY SPEKTRU (STRELICE ZELENE BOJE) KOJIMA JE POTVRDENA RELATIVNA STEREOHEMIJA
OVOG JEDINJENJA. (¢) CETIRI MOGUCE KONFORMACIIE METAKRILNOG FRAGMENTA. POVOLINA ORIJENTACIA (CIK-CAK) (-
VEZA U S-TRANS-SYN KONFORMACII, PREKO KOJIH BI MOGLO U NAJVECOJ MERI DA SE OCEKUJE PRENOSENJE SPINA

NESPARENOG ELEKTRONA, OSENCENA JE LJUBICASTOM BOJOM
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Elemenal je takoCe identifikovan, ali samo na osnovu analize masenog spektra (MS
spektar elemenala prvi put objavjen od strane Dekrakera i saradnika (de Kraker et al., 2001))
kao malozastupljeni sastojak etarskih ulja dobijenih iz nadzemnih delova biljnih vrsta
Origanum onites L. (Biondi et al., 1993), Teucrium pestalozzae Bois (Baser et al., 1997) i
Perovskia scrophulariifolia Bunge (Nuriddinov et al., 1997), kao i iz mladih izdanaka Abies
cilicica subsp. cilicica (Ant. et Kotschy) Carr. (Bagci et al., 1999). TakoCe elemenal je
identifikovan, na osnovu poreCenja sa masenim spektrom dostupnim u literaturi (GC-MS
analiza, bez izolovanja), i kao sastojak etarskog ulja dobijenog iz nadzemnog dela biljne vrste
Mentha pulegium L. (Boukhebti et al., 2011) i rizoma vrsta Zingiber neesanum (Graham)
Ramamoorthy (Sabulal et al., 2007) 1 Zingiber zerumbet (L.) Smith (Baby et al., 2009).
MeCutim, rezultati nedavnog istrat ivanja, u kome je uporedo analiziran sastav etarskog ulja i
ekstrakta svet eg korena biljne vrste Saussurea lappa, vkazuju na to da su (-)-elemenal, kao i
(-)-B-elemen i (-)-elema-1,3,11(13)-trien-12-ol najverovatnije artefakti koji nastaju tokom
zagrevanja (npr. tokom suSenja korena, izolovanja etarskog ulja ili GC analize) iz
odgovarajucih derivata germakranskog skeleta usled Koupovog premestanja (de Kraker et al.,
2001). Zanimljivo je da se B-elemen smatra i novim prirodnim lekom protiv kancera i da su
patentirane neke formulacije za farmakolosku primenu €iji je on glavni aktivni sastojak, a
koje su trenutno u procesu prijave za klinicke studije u Sjedinjenim Americkim Drt{avama
(Barrero et al., 2011). TakoCe nedavno istrativanje je pokazalo da je PB-elemenal &ak
efektivniji od B-elemena u spreCavanju rasta i proliferacije nemikrocelularnih ¢elija raka
pluca 1 stoga bi mogao da ima veliki potencijal kao alternativa B-elemenu u hemoterapiji raka
pluca 1 nekih drugih vrsta tumora (L1 et al., 2013).

Iako se 1 samom vizuelnom analizom NMR spektara snimljenih nakon dodatka svake
porcije LSR mote do¢i do znaajnih informacija, ponekad je pogodnije pri interpretaciji
dobijenih rezultata izraziti iste u grafickoj formi, kao zavisnost hemijskog pomeranja
indukovanog lantanidom od molarnog odnosa [LSR]/[supstrat], za koju je naCeno da je
najcesce linearna u opsegu molarnih odnosa od 0,2 do 0,6 (Cockerill et al., 1973). Nagib ove
prave naziva se gradijent pomeranja (AEu; gradient shift) i obicno ima vecu vrednost za
protone blite koordinacionom mestu. U slucaju elemenala, najizrazitiji pomak u spektru je
uocen za signale protona aldehidne (H-12) i C(7)-H grupe (6¢ 36,6 1 0y = 2,58) koji su imali
vrednost AEu od 7,55, odnosno 4,95, a sledili su ih protoni iz =CH, grupe koja je deo
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dvogube veze konjugovane sa aldehidnom grupom za koje je naCena vrednost AEu od 1,39,
za proton H-13a, 1 2,13, za proton H-13b (slika 5.36; tabela 5.14).

Kod geminalnih protona H-13a i H-13b mogao se uociti 1 takozvani signal crossover
fenomen, jer je prava protona H-13b ,,presla preko” prave protona H-13a, odnosno signal
protona H-13b koji se nalazio na manjem hemijskom pomeranju u referentnom spektru, vise
(brte) se pomerao ka oblasti nit eg magnetnog polja sa dodatkom LSR u odnosu na proton H-
13a, da bi se na kraju pri odreCenom molarnom odnosu na$ao i na veéem hemijskom
pomeranju u odnosu na proton H-13a. Ovaj fenomen se obi¢no objasnjava vecom blizinom
datih protona koordinacionom centru za koji se vezuje paramagnetni katjon (Wineburg i
Swern, 1972), 1 stoga bi trebalo da mu je proton H-13b bliti u odnosu proton H-13a.
MeCutim, ve¢ smo utvrdili, na osnovu veéeg &y u referentnom spektru, da se proton H-13a
nalazi cis u odnosu na aldehidnu grupu i samim tim bi trebalo da bude blif e koordinacionom
mestu paramagnetnog katjona, pa bi se ocekivalo da je pod ja¢im uticajem njegovog
sekundarnog magnetnog polja i da ima veée pomeranje indukovano lantanidom. Stavise,
rezultati prethodnih istrat ivanja na metakroleinu su saglasni sa tim da bi proton koji se nalazi
cis u odnosu na aldehidnu grupu trebalo da ima nesto ve¢e pomeranje indukovano lantanidom
(Finocchiaro et al., 1974; Montaudo et al., 1973). MeCutim, kako postoje dve moguce
konformacije, s-cis 1 s-trans, oko C-11-C-12 veze, ukoliko bi metakrilni fragment zauzimao
s-trans konformaciju, tada bi se Eu(fod)s; koji je vezan za kiseonikov atom nalazio dalje u
odnosu na proton H-13a i samim tim bi ovaj proton bio pod manjim uticajem sekundarnog
magnetnog polja. Upravo pomenuta orijentacija aldehidne grupe je u saglanosti sa
korelacijom izmeCuCHO i H-13a protona koja je bila vidljiva u NOESY spektru snimjenom
nakon dodatka LSR.

Relativni prostorni odnos grupa oko C-11-C-7 veze je bila druga konformaciona
nedoumica koja se mogla razresiti iz NMR spektara snimljenih nakon dodatka LSR. Kako
uticaj sekundarnog magnetnog polja veoma ostro opada sa rastojanjem, znatno visa vrednost
AEu (4,95) za proton H-7 u odnosu na metilenske protone H-13a i H-13b (1,39 i 2,13; slika
3.36a, tabela 5.14) je ukazivala na to da bi elemenal-Eu(fod); kompleks trebalo da zauzima
takvu konformaciju (s-trans oko C-11-C-12 veze sa syn meCusobnom orijentacijom H-7 i
CHO protona oko C-11-C-7) u kojoj je proton H-7 u neposrednoj blizini paramagnetnog
katjona (slika 5.35c). U prilog upravo pomenutoj konformaciji kompleksa elemenal-Eu(fod);

ide 1 Cinjenica da je metilenski proton H-3b bio pod znatno jaéim uticajem lantanida u odnosu
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na njegov geminalni proton H-3a (slika 5.36b, tabela 5.14), na osnovu skoro dvostruko vece
vrednosti AEu, a §to je jedino moguce upravo u s-trans-syn konformaciji u kojoj je Eu(fod);
orijentisan ka izopropenilnoj grupi. MeCutim, neophodno je istaéi da upravo izvedeni
zakljucci vat e samo za kompleks sa europijumom(IIl) a ne i za sam (slobodni) aldehid jer se
uoceni anizotropni efekat CHO grupe na proton H-13a jedino mote se javi u s-cis
konformaciji.

Smatra se da se kod lantanidnih reagenasa hemijskog pomeranja ipak mote , u malom
procentu (ca. 1%), ispoljiti i kontaktno dejstvo (tj. efekat kroz hemijske veze), 1 to
prevashodno kod protona vezanih za ugljenike koji su najblifi elektrondonorskoj grupi
(Mayo, 1973). Prema tome, motda bi se ova neobicna pojava (proton H-13b koji se nalazi u
trans polotaju u odnosu na aldehidnu grupu u a,B-nezasi¢enom karbonilnom sistemu ima
veéu vrednost AEu u odnosu na cis H-13a proton) mogla objasniti nesto vecim udelom
kontaktnog dejstva lantanida na proton H-13b u nasem LSR aduktu. TakoCe pretpostavlja se
da se kontaktno dejstvo obicno javlja u vecoj meri kod aromati¢nih sistema gde prisustvo
konjugacije dovodi do delokalizacije elektrona, a samim tim i do povecanja udela kontaktnog
dejstva u promeni hemijskih pomeranja i kod ostalih protona u molekulu (Mayo, 1973). Na
slican nacin bi se spin nesparenog elektrona lantanida mogao delokalizovati 1 kroz pogodno
orijentisani sistem (-elektrona u a,p-nezasi¢enom karbonilnom sistemu, poput onog koji
postoji u naSem konkretnom slucaju u s-#rans konformaciji, pri ¢emu bi ovaj uticaj trebalo da
bude veci na proton u trans polotaju u odnosu na aldehidnu grupu, zbog boljeg preklapanja

orbitala (slika 5.35¢).

SLIKA 5.36. PRAVE ZAVISNOSTI HEMIJSKIH POMERANJA PROTONA OD ODNOSA [EU(FOD);]/[ELEMENAL]: (a) ZA PROTONE
NAJBLITE KOORDINACIONOM MESTU, (b) ZA OSTALE OLEFINSKE PROTONE I (€) ZA PROTONE CIJI SE SIGNALI NALAZE U

OBLASTI JAKOG POLJA
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Graficko predstavljanje spektralnih podataka dobijenih nakon sukcesivnog dodavanja
LSR ima jo$ nekoliko pogodnosti. Na primer, &y vrednosti meCusobno preklopljenih signala
u referentnom spektru (bez dodatka LSR) mogu se odrediti kao odseCak prave f(0y) =
AJLSR]/[supstrat]) na y osi (tj. ekstrapolacijom prave do vrednosti [LSR]/[supstrat] = 0)
(Wineburg i Swern, 1972). Na ovaj nacin su odreCene vrednosti 8y za protone H-2a, H-2b, H-
5 1 H-7 (slika 5.36; tabela 5.14), koje su i1 preciznije u odnosu na vrednosti hemijskih
pomeranja koje su se mogle ocitatati iz protonskog ili 2D spektara, jer postoji odreCena
nesigurnost pri njihovom direktnom odreCivanju iz NMR spektara kako usled uzajamnog
preklapanja tih signala, tako i usled njihovog preklapanja sa signalima koji poti¢u iz necistoca
(slika 5.29).

Kao $to smo ve¢ naglasili elemani najverovatnije nastaju Koupovim premestanjem
odgovarajuéih germakrana. NaCeno je da, u rastvoru, gemakrani mogu da zauzmu bilo koju
od cetiri konformacije iz kojih mote do¢i do Koupovog premestanja, koje su oznacene sa
UU, UD, DU i DD, ukoliko se pretpostavi da je izopropenilna grupa, ili srodni supstituent,
dovoljno voluminozna da zauzme pseudoekvatorijalani polotaj na ciklodekadienskom
prstenu (slika 5.37; Faraldos et al., 2007). Koupovo premestanje je stereospecificna reakcija
tokom koje molekul u prelaznom stanju prevashodno teti da zauzme stoliastu konformaciju,
a ovi geometrijski zahtevi su ispunjeni samo u UU 1 DD konformacijama odgovarajuc¢ih
germakrana (de Kraker et al., 2001). Eksperimentalni podaci i molekulsko modelovanje su
saglasni da je UU (Up-Up) oblik, u kome obe metil grupe i pseudo-ekvatorijalni supstituent
zauzimaju istu stranu cikloheksadienskog prstena (koji se nalazi u konformaciji stolica-
stolica), najstabilniji 1 najzastupljeniji u konformacionoj ravnotet i (Faraldos et al., 2007).

Shodno tome, Koupovo premesStanje bi trebalo da se pretetno odvija iz ove
(najstabilnije) konformacije, i smatra se da B-elemen koji se javlja u prirodi, kao i njegovi
derivati, zauzima konformaciju stolice u kojoj je relativni stereohemijski odnos grupa na
cikloheksanskom prstenu diktiran stereohemijom startnog germakrana i1 geometrijskim
zahtevima ciklicnog prelaznog stanja (slika 5.37; de Kraker et al., 2001; Takeneda, 1974).
Glavni faktor destabilizacije u pomenutoj konformaciji B-elemena i njegovih derivata, npr.
elemenala (koja je oznaéena ca Konf-1), je syn-pentanska interakcija izmeCuangularne metil
grupe 1 metil grupe iz izopropenil supstituenta (slika 5.38a). Rezultati eksperimenta
molekulskog modelovanja (pomoc¢u MM2 metode) ukazuju na to da bi destabilizujuci uticaj

pomenute syn-pentanske interakcije u elemenalu bio za oko ca. 2 kcal/mol manji ukoliko bi
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ka angularnoj metil grupi bio okrenut =CH, kraj izopropenil supstituenta (konformer Konf-2;
slika 5.38b). MeCutim, postojanje nOe korelacionih signala izmeCu pomenutih metil grupa,
kao 1 vinilno-alilnog sprezanja protona H-5 sa protonom H-3b (¢iji signal ima oblik pseudo-
dubleta kvinteta (slika 5.35b; tabela 5.14)), a ne i1 sa njegovim geminalnim protonom H-3a
(¢iji signal ima oblik pseudo-kvinteta), jasno su potvrdili da orijentacija izopropenil grupe
odgovara onoj u konformeru Konf-1, tj. postoji tzv. ,,U” odnos izmeCu protona H-5 i H-3b.
Naime, u stabilnijem konformeru Konf-2 mote se jedino ocekivati takozvano ,,W”
kuplovanje izmeCu alilnog protona H-5 i vinilnog protona H-3a (“J, > 0 Hz), dok se ovo
sprezanje ne bi trebalo javiti u konformeru Konf-1 (*J,, = 0 Hz) zato $to je dihedralni ugao
izmeCupomenutil alilnih i vinilnih C-H veza veoma blizak 180° (175,7°; Garbish, 1964; slika
5.38a1b).

SLIKA 5.37. MOGUCE KONFORMACIJE GERMAKRADIENALA UKOLIKO JE RELATIVNO VOLUMINOZNI SUPSTITUENT NA
UGLJENIKU C-7 DESETOCLANOG PRSTENA PSEUDOEKVATORIJALAN. KONFORMERI SU OBELETENI SA UU, UD, DU 1 DD NA
OSNOVU ORIJENTACIE C(14)H;3 1 C(15)H; GRUPA. OZNAKA U (OD UP) SE ODNOSI NA ORIJENTACIJU NAGORE, DOK SE
OZNAKA D (0D DOWN) ODNOSI NA ORIJENTACIJU NADOLE. KOUPOVO PREMESTANJE BI MOGLO DA SE ODVIJA 1Z UU 1 DD
KONFORMACUA, ALl KAKO UU OBLIK PREOVLADUJE U KONFORMACIONOJ RAVNOTETI ONA BI TREBALO DA DA I
NAJZASTUPLJENIJI STEREOIZOMER ELEMENALA, DOK BI 1Z UU OBLIKA MOGAO NASTATI MANJE ZASTUPLJENI

STEREOIZOMER ELEMENAL
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Zanimljivo je da, u oba do sada pomenuta konformera Konf-1 i Konf-2, molekulsko
modelovanje MM-2 metodom (koja minimizuje sternu energiju) daje, kao energetski
najstabilniju, s-trans konformaciju metakrilnog fragmenta sa anti orijentacijom CHO grupe u
odnosu na proton H-7 na cikloheksanskom prstenu. MeCutim, mala konstanta vinilno-alilnog
sprezanja (J = 0,7 Hz) izmeCu protona H-13a (koji se nalazi u cis polotaju u odnosu na
aldehidnu grupu) i1 protona H-7, koja je bila vidljiva i u referentnom i u protonskom spektru
snimljenom nakon dodatka Eu(fod);, ukazivala je na syn orijentaciju CHO grupe i protona H-
7 (konformer Konf-3; slika 5.38c) i u slobodnom aldehidu i u njegovom kompleksu sa
europijumom(IIl). U konformeru Konf-3 dihedralni ugao 6 izmeCu pomenutih vinilnih i
alilnih C-H veza ima vrednost blisku nuli (8 = 0,9°), pa se mote ocekivati karakteristicno
,»W” kuplovanje. Kako je u konformerima Konf-1 i Konf-2 vrednost ovog dihedralnog ugla
oko 180° (179,4°), kod njih ovo daljinsko kuplovanje ne bi trebalo da se opazi (vrednost
konstante 4Jg,n trebalo bi da bude bliska nuli). Nasuprot tome, kod konformera Konf-1 i
Konf-2 trebalo da se javi ,,U” kuplovanje izmeCu protona H-13b (trans u odnosu na
aldehidnu grupu) i1 protona H-7 (slika 5.38a 1 b) koje nije detektovano. Pored toga, pri anti
orijentaciji aldehidne grupe, kao u konformerima Konf-1 i Konf-2, rastojanja protona H-13a
i H-7 od aldehidnog kiseonika su skoro jednaka (3,8 A, odnosno 3,9 A), pa bi i uticaj
sekundarnog magnetnog polja na ove protone, takoCe trebalo da bude priblitno isti.
MeCutim, to je kontradiktorno eksperimetalno odreCenim vrednostima AEu za ove protone.
Kao S§to smo ve¢ prethodno naglasili ve¢i obim hemijskog pomeranja indukovanog
lantanidom koji je naCen za proton H-7 mote se jedino objasniti time da elemenal-Eu(fod)s
kompleks zauzima s-trans-syn konformaciju (Konf-3) u kojoj se ovaj proton nalazi u
neposrednoj blizini paramagnetnog katjona, i zaista, na osnovu rezultata optimizacije energije
MM2 metodom, u datoj konformaciji proton H-7 bi trebalo da se nalazi znatno blite
koordinacionom mestu u odnosu na proton H-13a (2,4 A naspram 3,8 A; slika 5.38).

MM2 optimizacija, takoCe predviCada bi sterna energija konformera Konf-3 trebala
da bude veca za svega 0,5-0,6 kcal/mol u odnosu na konformer Konf-1. U prilog dominaciji
oblika Konf-1 u konformacionoj ravnoteti, u naSem konkretnom slu¢aju, ne idu ni izuzetno
niske vrednost hemijskih pomeranja indukovanih lantanidom naCene za aksijalne protone H-6
1 H-8. Ova pomeranja bi trebalo da imaju znatno viSe vrednosti imaju¢i u vidu da je rastojanje
datih protona od vezivnog mesta oko 2,5 A u konformeru Konf-1 (slika 5.38a). Sli¢na

razmatranja se mogu primeniti i na neke druge protone (npr. H-3a i H-3b, kao i H-1, H-2a i
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H-2b; slika 5.38; tabela 5.14). Prema tome svi do sada ovde predstavljeni eksperimentalni
podaci (vinilo-alilna kuplovanja, nOe korelacioni signali 1 vrednosti AEu) idu u prilog tvrdnji

da je Konf-3 najzastupljenija konformacija elemenal-Eu(fod); kompleksa.

SLIKA 5.38. MOGUCE KONFORMACIJE ELEMENALA KOJE SE U TEKSTU NAVODE KAO KONFORMERI KONF-1 (a), KONF-2
(b) 1 KONF-3 (¢), A NA KOJIMA SU OZNACENA RASTOJANJA POJEDINIH PROTONA OD ALDEHIDNE GRUPE, KAO I
KORELACIONI SIGNALI VIDLJIVI U NOESY SPEKTRU KOJI SU ILUSTROVANI NA KONFORMACII KONF-3 KOJU ELEMENAL
NAJVEROVATNIJE ZAUZIMA U ELEMENAL—EU(FOD); KOMPLEKSU (d). MOGUCA VINILNO-ALILNA ,,W” KUPLOVANJA SU

0OZNACENA TUTOM BOJOM, DOK SU ,,U” KUPLOVANJA OZNACENA ZELENOM BOJOM

U cilju dodatne potvrde zakljucaka u vezi stereohemije kompleksa elemenal-Eu(fod)s,
izvrSena je 1 konformaciona analiza pomocu tzv. lanthanide probe method (Hofer, 1976;
Inagaki 1 Miyazawa, 1980). Interni pravougli koordinatni sistem je postavljen tako da se
kiseonik karbonilne grupe nalazio u koordinatnom pocetku, a pravac C=0 veze je definisao
negativnu z-osu. U datom sistemu, pozicija europijuma se mot e opisati pomocu dutine Eu—O
veze (r,), ugla izmeCu Eu—O-C(12) veza (a,) i dihedralnog ugla Eu—-O-C(12)-C(13) (5,)
(Inagaki i Miyazawa, 1980). Pri odreCivanju optimalnog polotaja jona europijuma,
koordinate supstrata, kao i njegova geometrija (poput one u konformaciji Konf-3), su drtane
konstantnim, dok su koordinate europijuma(Ill) sistematski menjane (tako da se dobije

najbolje slaganje sa eksperimentalnim podacima) pomocéu ChemBio 3D Ultra 12.0

166



REZULTATI I DISKUSIJA

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANIH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

softverskog paketa. Vrednost dihedralnog ugla je bila podesena na 180° da bi se osigurala
koplanarnost europijuma(Ill) i metakrilnog fragmenta (koja je neophodna za dobar prenos
elektronske gustine), ugao izmeCuveza a, je variran izmeCu 110° i 130° (da bi se obezbedilo
minimalno odstupanje od adekvatno cik-cak orijentisanog (-sistema), dok je dutina veze r,
bila u opsegu izmeCu2,30 i 2,56 A. Za svaki od polotaja lantanidnog jona izradunat je ¢lan
(3cos’0; — 1)/ri u Mekonel-Robertsonovoj (McConnell-Robertson) jednaéini za svaki od
protona (i) u supstratu (pri éemu je 7; rastojanje izmeCulantanidnog jona i datog protona, dok
0; predstavlja ugao izmeCu vektora koji odgovara rastojanju r; i vektora r,, a poslednji
predstavlja Ln—koordinacioni centar vezu). Zatim je ispitano slaganje (linearna zavisnost)
izraCunatih vrednosti (Ay,) za sve testirane polotaje europijuma(Ill) sa eksperimentalno
odreCenim vrednostima (AEu; Hofer, 1976). Najveéa vrednost koeficijenta korelacije (R* =
0,9980; slika 5.39) je dobijena kada se europijum(IIl) nalazio na r, = 2,328 A, a, = 120°i 3,
= 180° (slika 5.40). Kako se Mekonel-Robertsonova jedac¢ina mof e primeniti samo na jezgra
kod kojih je udeo kontaktnog dejstva zanemarljiv (Hofer, 1976), vrednosti za protone H-12,
H-13a i H-13b su bile izostavljene iz ovog fitovanja (npr. ovaj pseudokontaktni model je
predvideo vecu vrednost hemijskog pomeranja indukovanog lantanidom za proton H-13a u
odnosu na proton H-13b, dok je eksperimentalno dobijen obrnut odnos). NaCene vrednosti
hemijskih pomeranja indukovanih lantanidom (AEu) za protone H-12, H-13a i H-13b se
mogu smatrati kao kombinacija (tj. kao zbir, u prvoj aproksimaciji) dipolarnog ili
pseudokontaktnog (AEug;p) 1 kontaktnog (AEukonwki) €lana. Stoga se, za ove protone, mote
izvrsiti procena udela kontaktnog i dipolarnog dejstva, koriS¢éenjem njihovih Ay, vrednosti i
jednaéine prave AEug, = 028 + 251,82 x Ay koja je utvrCena za najverovatniju
konformaciju (slika 5.40). Na primer, na ovaj nacin smo utvrdili da se za proton H-13b
znacajni deo hemijskog pomeranja indukovanog lantanidom (AEu = 2,13) mote pripisati

postojanju kontaktne interakcije (AEugontake = 0,62).
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SLIKA 5.39. SLAGANJE IZRACUNATIH (Ag,.) I EKSPERIMENTALNO NADENIH (AEU) VREDNOSTI ZA HEMIJSKA POMERANJA
INDUKOVANA LANTANIDOM ZA KOMPLEKS ELEMENAL—EU(FOD); (VREDNOSTI DOBIJENE ZA PROTONE H-12, H-13A 1 H-
13B SU IZOSTAVLIENE ZBOG ZNACAINOG UDELA KONTAKTNOG DEJSTVA) ZA POLOTAJ EUROPLJUMA(III) NA r, = 2,328 A,

ap=120°18,=180°

SLIKA 5.40. NAJVEROVATNIJA KONFORMACIJA KOMPLEKSA EU(FOD)3-ELEMENAL (PRIKAZANA U PRAVOUGLOM
KOORDINATNOM SISTEMU) DOBIJENA PRIMENOM TZV. LANTHANIDE PROBE METHOD (r, = 2,328 A, a, = 120° 1 8, = 180°).
PARAMETRI KOJI SU NEOPHODNI ZA IZRACUNAVANIJE Ay, NA OSNOVU MEKONEL-ROBERTSONOVE JEDNACINE SU
ILUSTROVANI ZA PROTON H-13B; 7; JE RASTOJANJE OVOG PROTONA OD EU, DOK JE 0i UGAO IZMEDPU VEKTORA KOJI

ODGOVARA ;1 VEKTORA 7, KOJI PREDSTAVLJA EU-O VEZU
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Nestabilnost germakrana, odnosno njihova podlotnost Koupovom premestanju pri
zagrevanju (npr. tokom destilacije vodenom parom ili tokom susSenja biljnog materijala) pri
¢emu nastaju elemani, predstavlja osnovnu sumnju o prirodnom poreklu seskviterpena
elemanskog skeleta (de Kraker et al., 2001). Rezultati ovog istrativanja ukazuju na to da se
elemenal, izolovan iz etarskog ulja korena biljne vrste I. helenium, ne nalazi u svojoj
najstabilnijoj konformaciju (Konf-2), koju je dala optimizacija sterne energije pomo¢u MM2
metode, ve¢ zauzima konformaciju (Konf-3) u kojoj orijentacija angularne metil grupe i
metil grupe iz izopropenil supstituenta strogo odratava njihov meCusobni prostorni odnos na
deseto¢lanom prstenu u najstabilnijoj UU konformaciji odgovaraju¢eg germakradiena iz koje
najverovatnije dolazi do Koupovog premestanja. Zanimljivo je da u NMR spektrima nije
detektovan ni jedan signal koji bi potvrdio postojanje elemenala (makar i u malom procentu)
u najstabilnijoj konformaciji Konf-2, a to je najverovatnije posledica visoke energetske
barijere za rotaciju oko C-4—C-5 veze. Pored toga, prethodno je naCeno da tokom zagrevanja
Cistog germakradienala osim elemenala, uvek nastaje u maloj koli€ini jo§ jedan proizvod za
koji je utvrCeno da predstavlja dijastereoizomer elemenala, a ova pojava je objasnjena time
da se Koupovo premestanje mot e odvijati i iz manje stabilne DD konformacije (de Kraker et
al., 2001). Nakon detaljnije analize TIC hromatograma uzorka Ryj.rv utvrCeno je da se ovaj
dijastereomer elemenala nalazio i u datom uzorku i da je eluirao na RI = 1546. Sve ove
Cinjenice idu u prilog tome da je elemenal veoma povezan sa odgovaraju¢im
germakradienalom pri ¢emu ne treba iskljuciti ni moguénost interkonverzije na povisenoj

temperaturi, ni postojanje biosintetske veze.
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U ovoj doktorskoj disertaciji je ispitivan hemijski sastav etarskih ulja 1 ekstrakata
biljnih vrsta Lycopus europaeus L., L. exaltatus L.f., 1 Inula helenium L. Etarska ulja
dobijena hidrodestilacijom po Klevendzeru su analizirana pomocu GC i GC-MS metoda.
Hromatografskim razdvajanjem sastojaka etarskih ulja i1 ekstrakata izolovana su Cista
jedinjenja i1 njihova struktura je odredena na osnovu detaljne spektralne (1D- 1 2D-NMR, GC-
MS, HRMS, FTIR, UV-Vis) i hemijske analize (koja je podrazumevala razliCite vrste
derivatizacija, poput sililovanja, esterifikacije, transesterifikacije, itd.). Identitet pojedinih
jedinjenja, koje nije bilo moguée izolovati u ¢istom stanju, potvrden je njihovom sintezom i
GC koinjekciom dobijenih standarda, ili primenom lantanidnih reagenasa hemijskog
pomeranja u analizi NMR spektara sloZzenih smeSa. Antimikrobna aktivnost etarskih ulja i
izolovanih ili sintetisanih Cistih jedinjenja je testirana mikrodilucionom metodom.

Dobijeni su slede¢i rezultati:

¢ Hemijskom karakterizacijom etarskih ulja dobijenih hidrodestilacijom nadzemnog
dela biljne vrste L. europaeus iz faze punog cveta i faze zrelih plodova, kao i lipida
izolovanih iz zrelih 1 nezrelih plodova ove vrste, utvrdeno je prisustvo nekih jedinjenja koja
se relativno retko mogu sresti kao biljni sekundarni metaboliti. U pomenutu grupu jedinjenja
spadaju (E)-hotrienol, medu isparljivim sastojcima, zatim, veéi broj neuobicajenih masnih
kiselina (dugolancane, ra¢vaste ili sa neparnim brojem C-atoma) koje su ulazile u sastav
triacilglicerola, kao 1 izo- 1 anteizo-alkani u epikutikularnim voskovima. Kod povrsinskih (n-,
izo- 1 anteizo-) alkana plodova biljne vrste L. europaeus primeceno je 1 da distribucija
njihovih relativnih sadrZaja prati oblik Gausove raspodele. Ove normalne raspodele, koje su
uocene kod epikutikularnih alkana, mogle bi da reflektuju rad sekundarnog enzimskog
sistema elongaze pri ¢emu bi parametar p trebalo da odgovara duzini ,,idealne” masne
kiseline koju bi ovaj enzimski sistem trebalo da biosintetiSe, dok bi parametar ¢ predstavljao
njegovu gresku pri biosintezi. Pored toga, utvrdili smo da se vrednosti parametra 1 1 ©
odlicno slazu sa ACL 1 CPI vrednostima koje se najceS¢e koriste za opisivanje raspodele
alkana prisutnih u voskovima. Testiranjem antimikrobne aktivnosti je utvrdeno da ulje vrste
L. europaeus selektivno deluje na dva Gram-negativna soja: Escherichia coli (izolat) i
Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031).

¢ Novi diacetilovani, polioksigenovani diterpen abietanskog skeleta je, takode, izolovan
iz plodova biljne vrste L. europaeus. Struktura ovog diterpena, koji je nazvan euroabienol,

odredena je na osnovu detaljne spektralne 1 hemijske analize. Prisustvo fenolnog prstena C,
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sa veoma retkim Sablonom oksigenacije, kao i1 njegov relativno visok sadrzaj u plodovima
(oko 1%, w/w), naveli su nas da pokuSamo da odredimo njegovu mogucu biolosku ulogu.
Stoga je ispitana in vitro antimikrobna aktivnost euroabienola protiv petnaest sojeva bakterija
i Sest sojeva gljivica. Euroabienol je pokazao veoma Sirok spektar antimikrobnog dejstva, pa
bi se mogao smatrati sekundarnim metabolitom koji ucestvuje u prvoj odbrambenoj reakciji
biljke na napad patogena. Hemotaksonomski gledano vazno je ista¢i da je euroabienol prvi
diterpen abietanskog skeleta naden u rodu Lycopus.

¢ Detaljna analiza etarskih ulja dobijenih iz nadzemnih delova vrste L. exaltatus sa dva
razli¢ita staniSta (populacije iz Srbije i Nemacke) omogudila je idenifikaciju vise od 170
isparljivih jedinjenja. Hemijski sastav ispitanih ulja je bio medusobno slican i njime su
dominirali: 3,4-dihidroksistiren, (Z,2)-9,12-oktadekadienska kiselina, 4-epi-abietal 1 [3-
felandren, ali se znacajno razlikovao, kako u kvalitativnom, tako i kvantitativnom pogledu, u
odnosu na sastav etarskog ulja prethodno publikovanog za ovu biljnu vrstu koja je uzgajana u
Kanadi. Uocene razlike u sastavu isparljivih sastojaka mogle bi se pripisati uticaju ekoloSko-
geoloskih faktora, imaju¢i u vidu da se radi o populacijama ovog taksona sa dva razlicita
kontinenta. Takode, neki od identifikovanih sastojaka etarskih ulja vrste L. exalatatus, poput
massoia-eikozalaktona 1 dokozalaktona, predstavljaju nove prirodne proizvode.

¢ Iz etarskog ekstrakta nadzemnog dela biljne vrste L. exaltatus izolovani su i detaljno
spektralno okarakterisani brojni sastojci voskova (n-, izo- 1 anteizo-alkani, 1 alkani sa
unutraSnjom metil ra¢vom), zatim, dve triterpenske kiseline (oleanolna i ursolna), tri derivata
cimetne kiseline (trans-p-kumarinska, frans-ferulinska i trans-kafena kiselina) i dva flavona
(apiginin 1 luteolin). Prethodna fitohemijska ispitivanja vrsta roda Lycopus pokazala su da su
(poli)fenolna jedinjenja uobi¢ajeni sekundarni metaboliti za ovaj rod, dok su triterpenske
kiseline do sada nadene samo u vrsti L. lucidus.

¢ Poznato je da su neki vegetativni karakteri biljnih vrsta roda Lycopus veoma
varijabilni, §to umnogome oteZzava kako karakterizaciju ovih taksona, tako i uspostavljanje
jasnih infrageneric¢kih odnosa. Pored pomenute dve vrste roda Lycopus, koje su ispitivane u
ovom radu, u literaturi su bili dostupni podaci o hemijskom sastavu etarskih ulja jo$ Cetiri
predstavnika ovog roda, pa smo odlucili da izvr§imo statisticko poredenje razlika sastava
etarskih ulja predstavnika ovog roda ne bi li utvrdili da li razlike u sastavu ovih isparljivih
jedinjenja mogu dati neke dodatne informacije vezane za veoma sloZene taksonomske odnose

unutar ovog roda. Rezultati multivarijantne statisticke analize, u kojoj su kao varijable
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koris¢eni procentualni sadrzaji sastojaka, ukazivali su na to da bi i sastav etarskih ulja
taksona ovog roda, poput morfoloskih karakteristika, mogao biti pod znafajnim uticajem
abiotskih faktora. Medutim, grupisanje ulja vrsta roda Lycopus, koje je dobijeno kao rezultat
statisticke analize u kojoj su kao varijable koris¢ene sume procenata klasa jedinjenja, bilo je u
skladu sa prethodno predlozenom podelom ovog roda na sekcije, a koja je izvrSena na osnovu
morfoloskih i anatomskih karakteristika orasc¢i¢a. Takode, iako se biljna vrsta L. lucidus na
osnovu morfoloskih karakteristika smatra srodnom vrsti L. europaeus, rezultati ovog
istrazivanja ukazuju na to da je hemotaksonomski gledano, prema sastavu kako isparljivih
tako 1 neistparljivih sekundarnih metabolita, veoma bliska i vrsti L. exaltatus.

¢ U nedavnom istrazivanju smo pokazali da je etarsko ulje korena biljne vrste 1.
helenium izrazito aktivno prema bakteriji Staphylococcus aureus. Frakcionisanjem ulja je
utvrdeno da su seskviterpenski laktoni eudezmanskog skeleta glavni nosioci uocene
aktivnosti. Medutim, hemijski sastav jedne od malozastupljenih frakcija, sa izuzetno niskom
MIC vrednos¢u (0,8 pg/ml), ostao je nepoznat. Glavni sastojak ove frakcije je bio neki
seskviterpenski aldehid zajedno sa jo§ devet jedinjenja koja su pokazivala pravilnost u
eluiranju sa GC kolone 1 analognu fragmentaciju u masenim spektrima. Na osnovu
pomenutih GC 1 MS podataka pretpostavljeno je da je re¢ o homologoj seriji 3-metil-2-
alkanona (C;,—C9). Kako je izolovanje ovih metabolita bilo prakticno nemoguce, sintetisana
je mala kombinatorna biblioteka ovih 3-metil-2-alkanona u tri sintetska koraka sa prinosom
od 50-65%. Koinjekcija dobijenih standarda sa frakcijom ulja biljne vrste 1. helenium
nesumnjivo je potvrdila prvobitnu pretpostavku. Konstruisane su GC-FID kalibracione prave
za sve sintetisane 3-metil-2-alkanone 1 odreden je njihov sadrzaj u biljnom materijalu, a koji
je bio opsegu od 0,08 do 24,2 mg na 100 g suvog korena. Ispitivanjem in vitro antimikrobne
aktivnosti je utvrdeno da 3-metil-2-alkanoni nisu aktivni prema bakteriji S. aureus pri
testiranim koncentracijama 1 da pokazuju selektivno dejstvo samo prema jednoj plesni-
Candida albicans. Rezultati ovog mikrobioloSkog testiranja navode na zakljucak da aktivnost
frakcije etarskog ulja korena vrste 1. helenium prema bakteriji S. aureus potice od jos uvek
neidentifikovanog seskviterpenskog aldehida. Primena metodologije malih kombinatornih
biblioteka omoguc¢ila nam je ne samo da po prvi put identifikujemo nove 3-metil-2-alkanone
dugog ugljovodoni¢nog lanca, ve¢ 1 odredivanje njihovog sadrzaja 1 bioloskih osobina grupe

strukturno veoma sli¢nih jedinjenja.
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¢ Primecena je i Gausova raspodela relativnih koli¢ina identifikovanih 3-metil-2-
alkanona u kojoj su bili zastupljeniji homolozi sa neparnim brojem C-atoma u nizu. Ovakva
raspodela ukazivala je na to da se i1 njihova biosinteza prevashodno odvija acetatnim
biosintetskim putem. Predlozili smo tri moguéa biosintetska puta nastanka 3-metil-2-
alkanona, a Gausov parametar ¢ bi se, kod ove konkretne klase jedinjenja, mogao posmatrati
kao greSka primarnog enzimskog sistema elongaze koji ucestvuje u biosintezi masnih kiselina
1 jedinjenja koja se iz njih izvode.

¢ U cilju identifikacije glavnog sastojka pomenute malozastupljene frakcije etarskog
ulja korena vrste . helenium, koja je pokazivala izrazito antistafilokokalno dejstvo, veca
koli¢ina ulja je podvrgnuta hromatografskom razdvajanju. Ovim frakcionisanjem dobijeno je
nekoliko miligrama uzorka koji je bio obogacen ovim jedinjenjem (oko 85%), a nakon
velikog broja 1D-1 2D-NMR eksperimenata na datom uzorku rasvetljeni su samo neki delovi
strukture ovog molekula. Stoga smo odlucili da ispitamo da li bi eventualna primena
lantanidnih reagenasa hemijskog pomeranja dovela do rezolucije i tako omogucéila asignaciju
signala u 'H NMR spektru koji poticu od pojedinaénih sastojaka ove sloZene smese.
Postepeni dodatak Eu(fod); je doveo do znacajnog pojednostavljenja izgleda NMR spektara
usled razdvajanja pojedinih preklopljenih signala i1 uklanjanja degeneracije hemijskih
pomeranja, a Sto je omogucilo dobijanje krucijalnih podataka iz ovih NMR spektara. 2D
NMR ('H - 'H COSY, NOESY, HSQC i HMBC) spektri uzorka pomesanog sa Eu(fod)s su
se pokazali veoma korisnim u ovom pogledu. Primenom ove nove metode koja se zasniva na
analizi 1D-1 2D-NMR analizi pomenute smeSe utvrdeno je da je re¢ o elemenalu (elema-
1,3,11(13)-trien-12-al), seskviterpenu koji ima veoma retku rasprostranjenost u prirodi. Pored
potpune NMR asignacije elemenala, podaci dobijeni iz NMR spektara snimljenih nakon
dodatka Eu(fod); (vinilno-alilna kuplovanja, nOe korelacioni signali i vrednosti gradijenta
pomeranja (AEu)), kao i rezultati eksperimenata molekulskog modelovanja, omogucili su
odredivanje konformacije elemenal-Eu(fod); kompleksa. Pored toga, u ovom istrazivanju je
jasno pokazano da hemijska pomeranja indukovana lantanidom mogu biti u budué¢nosti od
velikog znacaja pri identifikaciji nepoznatih jedinjenja Cak 1 ako nisu dostupna u potpuno

Cistom stanju.
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This PhD thesis gives the results of an investigation of the chemical composition of
the essential oils and extracts of three plant species: Lycopus europaeus L., Lycopus exaltatus
L.f. and Inula helenium L. The essential oils were obtained by hidrodistillation using a
Clevenger-type apparatus and analyzed by GC and GC-MS. Chromatographic fractionations
of the essential oils and extracts resulted in the isolation of several compounds in pure state.
The structures of the isolated compounds were elucidated through both extensive spectral (1D
and 2D NMR, GC-MS, HRMS, FTIR, UV-Vis) and chemical analyses (various derivatization
reactions, e.g. silylation, esterification, transesterification etc.). If the isolation of a specific
compound was not possible, its identity was inferred from synthetic work (GC co-injection of
an authentic sample with the essential oil sample) or by the application of a new NMR
methodology based on the lanthanide shifts reagents in analysis of complex samples
(mixtures of several compounds). The essential oils and isolated/synthetized pure compounds
were screened for their in vitro antimicrobial activity using a microdilution assay.

The following results were obtained:

¢ The detailed chemical analyses of the essential-oil and non-volatile lipid profiles of
the aerial parts (blooming and fruit-forming stages) and ripe and unripe fruits of L.
europaeus, respectively, revealed that both of these profiles were distinguished by
components with a restricted occurrence in the Plant Kingdom. These rare compounds
included (E)-hotrienol in the volatiles, numerous unusual fatty acids (such as very long chain,
odd-numbered and branched-chain) in the bound lipids and a high amount of iso- and
anteiso-alkanes in the epicuticular waxes. A feature of the epicuticular wax alkane profiles
was their Gaussian-like appearance. These normal distributions could be interpreted as the
end result of the work of the second elongase enzyme system(s) where the Gaussian
parameter 1 should match the length of the "ideal" fatty acid biosynthesized and ¢ would
represent the error of this enzyme system. These curve parameters were shown to correspond
excellently to the ACL and CPI values usually utilized to describe the natural distribution of
wax alkanes. An antimicrobial screening of L. europaeus essential oil revealed a selective
action of the tested oil towards two Gram-negative strains, Escherichia coli (isolate) and
Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031).

¢ A new diacetylated highly oxygenated abietane-type diterpenoid named euroabienol
was isolated in pure state from L. europaeus fruits as well, and its structure was elucidated

through both extensive spectral and chemical means. The presence of a phenolic C ring with
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a rare substitution pattern in euroabienol and its high relative amount in the fruits (1%, based
on the weight of the fruits) urged us to try to establish its possible biological role. Thus, it
was screened for its in vitro antimicrobial activity against fifteen strains of bacteria and six
fungal strains. Euroabienol showed a broad spectrum of activity and probably is a first line
defense plant metabolite against pathogen attack. This is the very first report on the
occurrence of abietanes in the genus Lycopus.

¢ The detailed chemical analyses of the essential oils obtained from two populations of
L. exaltatus (from Serbia and Germany) enabled the identification of more than 170
compounds. In general, the composition of these two oils were mutually similar, with 3,4-
dihydroxystirene, (Z,2)-9,12-octadecadienoic acid, 4-epi-abietal and B-phellandrene as the
main constituents, but differed significantly, both qualitatively and quantitatively, from the
one previously reported for the oil isolated from this plant species grown in Canada. The
noted variations in the volatile profiles between European and North American populations
could be a result of differing eco-geological factors. Some of the identified constituents in the
presently analyzed L. exalatatus oils, Massoia-eicosalactone and docosalactone, represented
new natural compounds.

¢ Chromatographic fractionations of the L. exaltatus aerial parts extract resulted in the
isolation and successful identification of a number of wax constituents (n-, iso-, anteiso- and
internally branched methyl alkanes), two pentacyclic triterpenes (ursolic and oleanolic acids),
three hydroxycinnamic acids (trans-p-coumaric, trans-ferulic and trans-caffeic acid) and two
flavones (apigenin and luteolin). The structures of these compounds were established on
extensive spectroscopic analyses. Previous phytochemical studies of several Lycopus species
have shown that (poly)phenolic compounds are very frequent within this genus, whereas
pentacyclic triterpenes were up to now found only in L. lucidus Turcz.

¢ Some vegetative characters of Lycopus taxa show a high degree of variability leading
to difficulty in their classification, as well as, in their infrageneric delimitation. Hence, the
essential-oil composition data from the presently analyzed Lycopus species and those so far
reported for additional four Lycopus taxa were statistically compared to test if the differences
in these volatile profiles could provide some further insights into the complex taxonomic
relationships between the members of this genus. The results of multivariate statistical
analyses (MVA) performed using original variables (percentage composition of the oils)

indicated that the composition of the volatiles within the members of this genus could also be
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noticeably affected by abiotic factors. However, the grouping of Lycopus samples obtained
after MV A analyses using sums of constituent classes as variables was consistent with the
previously proposed infrageneric classification based on nutlet morphological and anatomical
characteristics. Interestingly, although L. lucidusis considered to be morphologically closely
related to L. europaeus, the results of this study revealed that this taxon was
chemotaxonomically, according to the composition of both volatile and non-volatile
secondary metabolites, related to L. exaltatus.

¢ Very recently, we reported that /. helenium root essential oil possesses a very potent
antistaphylococcal activity. Bioassay-guided fractionation of the oil pointed to eudesmane
sesquiterpene lactones as the main carriers of the observed activity. However, the chemical
composition of one minor fraction with a noteworthy minimal inhibitory concentration (MIC
= 0.8 pg/mL) remained unknown. This fraction contained an unidentified sesquiterpene
aldehyde and a series of nine compounds showing regularities in their GC retention behavior
and possessing an analogous mass spectral data. These MS and GC data hinted that the
compounds of this series could be 3-methyl-2-alkanones of varying chain lengths (C;1—Cj9).
As the isolation of single compounds from this fraction was impossible, herein, a
combinatorial library of long-chain 3-methyl-2-alkanones was created in three synthetic steps
with the overall yields of 50-65%. Gas chromatographic analyses of 1. helenium essential-oil
samples with spiked compounds from the synthesized library corroborated the tentative
identifications of the long-chain 3-methyl-2-alkanones. The construction of GC-FID
calibration curves for the synthesized 3-methyl-2-alkanones enabled the determination of
their content in the plant material: 0.08-24.2 mg/100 g of dry roots. The in vitro anti-
microbial activity assay revealed that 3-methyl-2-alkanones were not active against
Staphylococcus aureus at the tested concentrations, but manifested selectivity toward one
fungal strain —Candida albicans. This implied that the very high activity against S. aureus of
this oil fraction comes from the still unidentified sesquiterpene aldehyde. Herein applied
small combinatorial library approach enabled the first unequivocal identification of long-
chain 3-methyl-2-alkanones as plant secondary metabolites, and, also, allowed determination
of not only a single compound and biological properties, but those of a group of structurally
related compounds.

¢ A predominantly odd-numbered, Gaussian-like distribution of the relative amounts of

3-methyl-2-alkanones, from [ helenium root essential oil, was also observed. This

178



SUMMARY

SECONDARY METABOLITES FROM SELECTED PLANT SPECIES FROM GENERA LYCOPUSAND INULA

distribution pattern indicated that their biosynthesis is related to that of fatty acids and related
compounds, so we proposed three possible biosynthetic pathways by which 3-methyl-2-
alkanones could be generated. Thus, for this class of wax compounds the Gaussian parameter
o could be interpreted as the error of the first elongase enzyme system involved in the
biosynthesis of fatty acid-derived compounds.

¢ In order to identify the major component and active principle of the mentioned 1.
helenium essential-oil fraction with very potent anti-staphylococcal activity, larger quantity
of the oil was fractionated by chromatography on SiO,. However, chromatographic
fractionation enabled only the isolation of a milligram-scale sample enriched with this
unknown compound (ca. 85%). Detailed analyses of 1D and 2D NMR spectra of this original
complex sample allowed access to a very limited amount of structural data for the unknown
aldehyde. We decided to investigate the potential usefulness of lanthanide-induced shift
reagents for the resolution and assignation of overlapped '"H NMR signals originating from
different components of this complex mixture (i.e. for a qualitative analysis). The incremental
addition of Eu(fod); led to a simplification of NMR spectra in terms of signal overlap and
removal of chemical shift degeneracy, allowing the mining of crucial data from the shifted
NMR spectra. 2D NMR spectra (‘"H — 'H COSY, NOESY, HSQC and HMBC) of the sample
mixed with Eu(fod); proved to be particularly valuable in this respect. The application of this
new structural elucidation methodology based on the analyses of shifted 1D- and 2D-NMR
spectra of the mentioned mixture revealed that the unknown compound was a rare
sesquiterpene - elemenal (elema-1,3,11(13)-trien-12-al). Alongside the total NMR
assignments of elemenal, the data obtained from the shifted spectra (vinyl-allylic couplings,
NOESY cross-peaks and AEu values) enabled a detailed assessment of the conformation that
this sesquiterpene aldehyde adopts in its complex with Eu(fod)s;. Providing this much data,
this new approach in structure elucidation promises to be of great help in the NMR analysis

of complex samples comprising of several compounds.
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

- SPISAK PRILOGA -
PRILOG 1 (EI)MS SPEKTAR METIL-2-ACETILTRIDEKANOATA (Ss,)
PRILOG 2 (ED)MS SPEKTAR METIL-2-ACETILPENTADEKANOATA (S7,)
PRILOG 3 (EI)MS SPEKTAR METIL-2-ACETILHEPTADEKANOATA (So,)
PRILOG 4 (EI)MS SPEKTAR METIL-2-ACETIL-2-METILTRIDEKANOATA (Ssg)
PRILOG 5 (ED)MS SPEKTAR METIL-2-ACETIL-2-METILPENTADEKANOATA (S75)
PRILOG 6 (EI)MS SPEKTAR METIL-2-ACETIL-2-METILHEPTADEKANOATA (So¢g)
PRILOG 7 (EI)MS SPEKTAR 3-METIL-2-TETRADEKANONA (S5)
PRILOG 8 IR SPEKTAR 3-METIL-2-TETRADEKANONA (S5s)
PRILOG 9 "H NMR (200 MHz, CDCly) SPEKTAR 3-METIL-2-TETRADEKANONA (Ss)
PRrRILOG 10 BCNMR (50 MHz, CDCl;) SPEKTAR 3-METIL-2-TETRADEKANONA (Ss)
PRrILOG 11 (EI)MS SPEKTAR 3-METIL-2-HEKSADEKANONA (S7)
PRILOG 12 IR SPEKTAR 3-METIL-2-HEKSADEKANONA (S7)
PRrILOG 13 'H NMR (200 MHz, CDCl;) SPEKTAR 3-METIL-2-HEKSADEKANONA (S-)
PRrILOG 14 3C NMR (50 MHz, CDCl;) SPEKTAR 3-METIL-2-HEKSADEKANONA (S7)
PRILOG 15 (EI)MS SPEKTAR 3-METIL-2-OKTADEKANONA (Sy)
PRILOG 16 IR SPEKTAR 3-METIL-2-OKTADEKANONA (Sy)
PRrILOG 17 "H NMR (600 MHz, CDCl;) SPEKTAR 3-METIL-2-OKTADEKANONA (Sy)
PRILOG 18 3C NMR (151 MHz, CDCl;) SPEKTAR 3-METIL-2-OKTADEKANONA (Sy)

PRrILOG 19 DEPT135 (151 MHz, CDCl;) SPEKTAR 3-METIL-2-OKTADEKANONA (Sy)

PRILOG 20 "H—"H COSY SPEKTAR 3-METIL-2-OKTADEKANONA (Sy)

PRrILOG 21 HSQC SPEKTAR 3-METIL-2-OKTADEKANONA (So)

PRILOG 22 (EI)MS SPEKTAR EUROABIENOLA (I)

PRILOG 23 IR SPEKTAR EUROABIENOLA (I)

PRILOG 24 UV-VIS SPEKTAR EUROABIENOLA (I)

PRILOG 25 "H NMR (500 MHz, CDCl;) EUROABIENOLA (I)

PRILOG 26 "H NMR (500 MHz, CDCl3) EUROABIENOLA (I) - UVECANJE OBLASTI OD 1,1 DO 2,3 PPM
PRILOG 27 'H NMR (500 MHz, CDCl;) EUROABIENOLA (I) - UVECANJE OBLASTI OD 2,45 DO 5,20 PPM
PRILOG 28 "H NMR (500 MHz, CDCl3) EUROABIENOLA (I) - UVECANJE OBLASTI OD 6,20 DO 6,80 PPM
PRILOG 29 3C NMR (125 MHz, CDCl;) SPEKTAR EUROABIENOLA (I)

PRILOG 30 3C NMR (125 MHz, CDCl;) SPEKTAR EUROABIENOLA (I) - UVECANIE OBLASTI OD 18 DO 34 PPM
PRILOG 31 3C NMR (125 MHz, CDCl;) SPEKTAR EUROABIENOLA (I) - UVECANJE OBLASTI OD 36 DO 77 PPM
PRILOG 32 3C NMR (125 MHz, CDCl;) SPEKTAR EUROABIENOLA (I) - UVECANJE OBLASTI OD 110 DO 185 PPM
PRILOG 33 HSQC SPEKTAR EUROABIENOLA (I)

PRILOG 34 UVECANJE HSQC SPEKTRA EUROABIENOLA (I) (8 =2 - 7 PPM, 8¢ = 15 - 135 pPM)

PRILOG 35 UVECANIJE HSQC SPEKTRA EUROABIENOLA (I) (65 = 1,15 - 2,30 PPM, 3¢ = 15 - 35 PPM)

PRILOG 36 HMBC SPEKTAR EUROABIENOLA (I)

PRILOG 37 UVECANJE HMBC SPEKTRA EUROABIENOLA (I) (8 = 4,95 - 6,90 PPM)

PRILOG 38 UVECANJE HMBC SPEKTRA EUROABIENOLA (I) (8 = 2,7 - 4,6 PPM)

PRILOG 39 UVECANJE HMBC SPEKTRA EUROABIENOLA (I) (8 = 1,15 - 2,25 PPM)

PRILOG 40 "H—"H COSY SPEKTAR EUROABIENOLA (I)

PRILOG 41 NOESY SPEKTAR EUROABIENOLA (I)
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PRILOG 42

PRILOG 43

PRILOG 44

PRILOG 45

PRILOG 46

PRILOG 47

PRILOG 48

PRILOG 49

PRILOG 50

PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

IR SPEKTAR POVRSINSKIH ALKANA NEZRELIH PLODOVA BILINE VRSTE L. EUROPAEUS (UZORAK Cy)

IR SPEKTAR POVRSINSKIH ALKANA ZRELIH PLODOVA BILINE VRSTE L. EUROPAEUS (UZORAK Dy)

IR SPEKTAR TRIACILGLICEROLA IZOLOVANIH IZ NEZRELIH PLODOVA BILINE VRSTE L. EUROPAEUS
(UzorAK C3)

IR SPEKTAR TRIACILGLICEROLA IZOLOVANIH IZ ZRELIH PLODOVA BILINE VRSTE L. EUROPAEUS
(UZORAK D)

IR SPEKTAR METIL ESTARA DOBIJENIH BAZNO-KATALIZOVANOM TRANSESTERIFIKACIJOM
TRIACILGLICEROLA IZOLOVANIH IZ NEZRELIH PLODOVA BILINE VRSTE L. EUROPAEUS (UZORAK C3)

IR SPEKTAR METIL ESTARA DOBIJENIH BAZNO-KATALIZOVANOM TRANSESTERIFIKACIJOM
TRIACILGLICEROLA IZOLOVANIH IZ ZRELIH PLODOVA BILINE VRSTE L. EUROPAEUS (UZORAK Dj3)
PROCENTUALNI SADRZAJ SASTOJAKA (> 1%) ETARSKIH ULJA VRSTA RODA LYCOPUS KOJI SU
KORISCENI ZA STATISTICKU ANALIZU

PROCENTUALNA ZASTUPLJENOST POJEDINIH KLASA JEDINJENJA U ETARSKIM ULJIMA VRSTA RODA
LycoPUS KOJA SU KORISCENA ZA MULTIVARIJANTNU STATISTICKU ANALIZU

TRIVIJALNI NAZIVI I STRUKTURE JEDINJENJA KOJA SU IDENTIFIKOVANA U ETARSKIM ULJIMA VRSTA L.

EUROPAEUS 1 L. EXALTATUS
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

PRILOG 1. (EI)MS SPEKTAR METIL-2-ACETILTRIDEKANOATA (Ss,)

PRILOG 2. (EI)MS SPEKTAR METIL-2-ACETILPENTADEKANOATA (S7,)
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

PRILOG 3. (EI)MS SPEKTAR METIL-2-ACETILHEPTADEKANOATA (So,)

PRILOG 4. (EI)MS SPEKTAR METIL-2-ACETIL-2-METILTRIDEKANOATA (Ssp)
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

PRILOG 5. (EI)MS SPEKTAR METIL-2-ACETIL-2-METILPENTADEKANOATA (S75)

PRILOG 6. (EI)MS SPEKTAR METIL-2-ACETIL-2-METILHEPTADEKANOATA (So)
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

PRILOG 7. (EI)MS SPEKTAR 3-METIL-2-TETRADEKANONA (Ss)

PRILOG 8. IR SPEKTAR 3-METIL-2-TETRADEKANONA (Ss)
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

PRILOG 9. '"H NMR (200 MHz, CDCl;) SPEKTAR 3-METIL-2-TETRADEKANONA (Ss)

PRILOG 10. *C NMR (50 MHz, CDCl;) SPEKTAR 3-METIL-2-TETRADEKANONA (Ss)
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

PRILOG 11. (EI)MS SPEKTAR 3-METIL-2-HEKSADEKANONA (S7)

PRILOG 12. IR SPEKTAR 3-METIL-2-HEKSADEKANONA (S7)
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

PRILOG 13. "H NMR (200 MHz, CDCl;) SPEKTAR 3-METIL-2-HEKSADEKANONA (S)

PRILOG 14. *C NMR (50 MHz, CDCl;) SPEKTAR 3-METIL-2-HEKSADEKANONA (S7)
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

PRILOG 15. (EI)MS SPEKTAR 3-METIL-2-OKTADEKANONA (So)

PRILOG 16. IR SPEKTAR 3-METIL-2-OKTADEKANONA (Sy)
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

PRILOG 17. "H NMR (600 MHz, CDCl;) SPEKTAR 3-METIL-2-OKTADEKANONA (Sy)

PRILOG 18. *C NMR (151 MHz, CDCl3) SPEKTAR 3-METIL-2-OKTADEKANONA (Sy)

205



PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

PRILOG 19. DEPT135 (151 MHZ, CDCls) SPEKTAR 3-METIL-2-OKTADEKANONA (So)

PRILOG 20. 'H - "H COSY SPEKTAR 3-METIL-2-OKTADEKANONA (So)
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

PRILOG 21. HSQC SPEKTAR 3-METIL-2-OKTADEKANONA (So)
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

PRILOG 22. (EI)MS SPEKTAR EUROABIENOLA (I)

PRILOG 23. IR SPEKTAR EUROABIENOLA (I)
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

PRILOG 24. UV-VIS SPEKTAR EUROABIENOLA (I)

PRILOG 25. "H NMR (500 MHz, CDCl;) EUROABIENOLA (I)
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

PRILOG 26. '"H NMR (500 MHz, CDCl;) EUROABIENOLA (I) - UVECANJE OBLASTI OD 1,1 DO 2,3 PPM

PRILOG 27. '"H NMR (500 MHz, CDCl;) EUROABIENOLA (I) - UVECANJE OBLASTI OD 2,45 DO 5,20 PPM
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

PRILOG 28. '"H NMR (500 MHz, CDCl;) SPEKTAR EUROABIENOLA (I) - UVECANJE OBLASTI OD 6,20 DO 6,80 PPM

PRILOG 29. *C NMR (125 MHz, CDCl;) SPEKTAR EUROABIENOLA @D
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

PRILOG 30. °C NMR (125 MHz, CDCl;) SPEKTAR EUROABIENOLA (I) - UVECANJE OBLASTI OD 18 DO 34 PPM

PRILOG 31. "°C NMR (125 MHz, CDCl3) SPEKTAR EUROABIENOLA (I) - UVECANJE OBLASTI OD 36 DO 77 PPM
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

PRILOG 32. °C NMR (125 MHz, CDCl;) SPEKTAR EUROABIENOLA (I) - UVECANJE OBLASTI OD 110 DO 185 PPM

PRILOG 33. HSQC SPEKTAR EUROABIENOLA (I)
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

PRILOG 34. UVECANJE HSQC SPEKTRA EUROABIENOLA (I) (65 =2 - 7 PPM, 6c = 15 - 135 PPM)

PRILOG 35. UVECANJE HSQC SPEKTRA EUROABIENOLA (I) (8= 1,15 - 2,30 PPM, 6c = 15 - 35 PPM)
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

PRILOG 36. HMBC SPEKTAR EUROABIENOLA (I)

PRILOG 37. UVECANJE HMBC SPEKTRA EUROABIENOLA (I) (65 = 4,95 - 6,90 PPM)
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

PRILOG 38. UVECANJE HMBC SPEKTRA EUROABIENOLA (I) (6 = 2,7 - 4,6 PPM)

PRILOG 39. UVECANJE HMBC SPEKTRA EUROABIENOLA (I) (65 = 1,15 - 2,25 PPM)
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

PRILOG 40. 'H — "H COSY SPEKTAR EUROABIENOLA (I)
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

PRILOG 41. NOESY SPEKTAR EUROABIENOLA (I)
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

PRILOG 42. IR SPEKTAR POVRSINSKIH ALKANA NEZRELIH PLODOVA BILINE VRSTE L. EUROPAEUS (UZORAK Cy)

PRILOG 43. IR SPEKTAR POVRSINSKIH ALKANA ZRELIH PLODOVA BILINE VRSTE L. EUROPAEUS (UZORAK Dy)
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

PRILOG 44. TR SPEKTAR TRIACILGLICEROLA IZOLOVANIH I1Z NEZRELIH PLODOVA BILINE VRSTE L.

EUROPAEUS (UZORAK C,)

PRILOG 45. IR SPEKTAR TRIACILGLICEROLA IZOLOVANIH IZ ZRELIH PLODOVA BILINE VRSTE L. EUROPAEUS

(UZORAK D»)
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANTH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS I INULA

PRILOG 46. IR SPEKTAR METIL ESTARA DOBIJENIH BAZNO KATALIZOVANOM TRANSESTERIFIKACIIOM

TRIACILGLICEROLA IZOLOVANIH IZ NEZRELIH PLODOVA BILINE VRSTE L. EUROPAEUS (UZORAK Cj3)

PRILOG 47. IR SPEKTAR METIL ESTARA DOBIJENIH BAZNO KATALIZOVANOM TRANSESTERIFIKACIIOM

TRIACILGLICEROLA IZOLOVANIH IZ ZRELIH PLODOVA BILINE VRSTE L. EUROPAEUS (UZORAK D3)
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PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANIH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS 1 INULA

PRILOG 48. PROCENTUALNI SADRTAJ SASTOJAKA (> 1%) ETARSKIH ULJA VRSTA RODA LYCOPUS KOJI SU KORISCENI ZA STATISTICKU ANALIZU

JEDINJENJE LYCEXA-1A  LYCEXA-2A  LYCEUR-1A LYCEUR-2A  LYCEXA-B LYCEUR-B  LyCcAME-B  LycviR-B  Lycruc-1  Lycruc-2  LYCUNI-B
(Z)-3-Heksen-1-ol 0,5 0,1 3,1 1,5 0 0 0 0 0 0 0
a-Pinen 1 0,4 0 0 16,6 0 0 333 0 1,26 3
Benzaldehid 0,01 0,01 0,01 0,01 0 0 0 0 0 1,9 0
Sabinen 0,3 0,2 0 0 1,5 0 0 0 0 0,1 1,75
1-Okten-3-ol 0,5 0,4 0,6 0,7 0 1 35,8 0 19,8 0,24 3,6
B-Pinen 0,8 1 0 0 12,5 0 0 24,9 0 2,07 11,85
f-Mircen 1,1 2 0 0 14,5 0 0 0,7 0 8,65 2,95
3-Oktanol 0,01 0,01 0,1 0,1 0,4 1,6 2,5 0 0 0 0
a-Terpineol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2,5
p-Cimen 0,01 0,01 0 0 0,4 0 0 0 0 4,13 0
Limonen 0,01 0,01 0 0 0,7 2 12,4 1,3 0 0,59 28,5
B-Felandren 6,2 5 0 0 0,6 0 0 0 23 0 26,1
(2)-p-Ocimen 0,01 0 0,1 0,2 0 0 0 0 0 1,06 0
Fenilacetaldehid 0,3 0,8 0,1 0,6 0 0 0 0 8,5 0 0
Alilbenzen 0 0 0 0 0 0 0 0 2,6 0 0
y-Terpinen 0,01 0,01 0 0 1,4 0 0 0 0 1,7

Undekan 0 0 0,01 0,01 0 0 0 0 3,5 0 0
Linalool 0,01 0,01 0 0 0 1 5 2,5 0 0,26 0,8
(E)-Hotrienol 0 0 4,5 13,7 0 0 0 0 0 0 0
Dihidrokarveol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1,09 0
a-Terpineol 0,5 1,1 0,01 0,1 0 0 0 0 0 0 0
1-Dodecin 0 0 0 0 0 0 0 0 42 0 0
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NASTAVAK PRILOGA 48

2,4-Heptadien-1-ol 0 0 0 0 0 0 0 0 4,7 0 0
Neral 0 0 1,5 3,5 0 0 0 0 0 0 0
Pulegon 0,01 0 0 0 0 0 0 1,2 0 0,07 0
Geranial 0 0 2.4 59 0 0 0 0 0 0 0
Eugenol 1,2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
-Burbonen 0,01 0,01 0,3 1,6 0 0 0 6,6 0 0,26 0
B-Elemen 0,7 0,9 0,6 0 2 0 0 0 0 0,09 0
o-Gurjunen 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
(E)-Kariofilen 2.4 32 13,9 25,7 7 249 9,5 4 59 10,69 0,9
1-Dodekanol 0 0 0 0 0 0 0 0 2,9 0 0
3,4-Dihidroksistiren 15 11,8 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Geranilaceton 0 0 0,9 5,6 0 0 0 0 0 0,35 0
6,10-Dimetil-5,9-undekadien-2-ol 0 0 0,2 1,3 0 0 0 0 0 0 0
(Z)-p-Farnezen 1 0,6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(E)-B-Farnezen 0 0 0 0 0 17 0 0 0 0 0
o-Humulen 0,3 0,5 1,3 1,7 0 2,6 0 0 0 15,97 0
trans-Kadina-1(6),4-dien 0 0 0,01 0 0 0 0 0 0 1,01 0
y-Muurolen 0 0 0,5 0,2 0,6 0 0 0,6 0 0 3,45
Germakren D 1,6 1 1,2 1 1,8 4,5 4,5 6,5 0 0 2,98
Selina-4,11-dien 0,01 0,01 0 0 6,6 0 0 0 0 0 0
Selina-3,11-dien 0 0 0 0 16,4 0 0 0 0 0 0
fB-Selinen 23 1,5 0,1 0 0,5 0 0 0 0 0,84 0,15
a-Selinen 32 35 0 0 15,5 0 0 0 0 0,64 0,15
Valencen 1 2,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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NASTAVAK PRILOGA 48

8-Kadinen 0 0 2,9 0,8 0 2 0 2 0 0 1.4
7-epi-a-Selinen 0,3 0,5 0 0 0 0 0 0 0 1,34 0
Vanilinska kiselina 0,9 1,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Germakren D-4-ol 0,01 0,01 3,9 0,4 0 0 0 0 0 0 0
2-Metilpentadekan 0 0 0 0 0 0 0 0 2,6 0 0
(E)-Nerolidol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1,18 0
Kariofilen-oksid 1,3 2 2.4 12,5 0,2 32 0 0 0 8,91 0
Heksadekan 0 0 0 0 0 0 0 0 9,6 0 0
Gvajol 0 0 1.4 1 0 0 0 0 0 0 0
Ledol 0 0 2,6 0 0 0 0 0 0 0 0
Humulen-epoksid II 0,01 0,01 0,01 0,7 0 0 0 0 0 10,51 0
a-Akorenol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1,94 0
Kariofila-4(12),8(13)-dien-583-ol 0 0 0,7 2,5 0 0 0 0 0 0 0
epi-o-Kadinol 0 0 1,2 0,4 0 0 0 0 0 0 0
epi-a-Murolol 0 0 1,8 0,01 0 0 0 0 0 0 0
a-Kadinol 0 0 3,6 0,6 0 0 0 0 0 1,35 0
Bulnezol 0 0 0,6 0,1 0 0 0 0 0 2,06 0
Siobunol 0 0 9,7 0 0 0 0 0 0 0 0
trans-p-Kumarna kiselina 1,2 0,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
trans-Ferulnska kiselina 2,6 1,4 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Heksadekanska kiselina 2.4 0,6 0,01 0 0 0 0 0 2,8 1,8 0
(E,E)-Geranil-linalool 0 0 7,6 1,1 0 0 0 0 0 0 0
Etil-trans-kafeat 1,6 2,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9,12,15-Oktadekatrienal 0 0 0 0 0 0 0 0 28,6 0 0
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NASTAVAK PRILOGA 48

Abieta-7,13-dien 1 1,7 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(E)-Fitol 23 2 4,7 0,5 0 0 0 0 0 0,56 0
(Z,2)-9,12-Oktadekanska kiselina 6,4 8,2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Abieta-8(14),13(15)-dien 0,3 1,2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4-epi-Abietal 8,2 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(13E)-Labda-7,13-dien-15-ol 2.4 4,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4-epi-Abietol 22 1,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6-Pentadecil-5,6-dihidro-2 H-piran-2-on 2,8 2,6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Heptakozan 2 2,2 0,2 0,1 0 0 0 0 0 0 0
6-Heptadecil-5,6-dihidro-2 H-piran-2-on 1,5 1,2 0 0

Oktakozan 1,8 3,5 0,01 0,01 0 0 0 0 0 0 0
Nonakozan 49 6 0,2 0,1 0 0 0 0 0 0 0
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PRILOG 49. PROCENTUALNA ZASTUPLJENOST POJEDINIH KLASA JEDINJENJA U ETARSKIM ULJIMA VRSTA RODA LYCOPUS KOJA SU KORISCENA ZA MULTIVARIJANTNU

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANIH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS 1 INULA

STATISTICKU ANALIZU

LYCEXA-1A  LYCEXA-2A LYCEUR-1A LYCEUR-2A  LYCEXA-B  LYCEUR-B LYCAME-B LycvirR-B LycrLuc-1 LycrLuc-2 LycuNnI-B

Diterpeni (D) 18,35 17,43 15,6 1,61 0 0 0 0 0 0,69 0
fg:sigfl“il?;:x;{zgemb°lizma 24,79 28,03 591 491 0.4 26 38,3 0 74,5 273 36
Monoterpeni (M) 10,5 10,59 8,93 24,63 482 3 17,4 65.4 23 23,93 78,15
Ostalo (0) 0,96 0,67 2,07 8,16 0 0 0 0 42 1,25 0
Seskviterpeni (S) 16,56 16,96 57,19 54,46 50,6 542 14 19,7 59 63,19 11,33
g;if[r;jenja izvedena iz Sikimatnog puta 25,12 23,01 0,15 0,62 0 0 0 0 11,1 2,53 0
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SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANIH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS 1 INULA

PRILOG 50. TRIVIJALNI NAZIVI I STRUKTURE JEDINJENJA KOJA SU IDENTIFIKOVANA U ETARSKIM ULJIMA

VRSTA L. EUROPAEUS 1 L. EXALTATUS

TRIVIJALNI NAZIV JEDINJENJA STRUKTURA JEDINJENJA

Abieta-7,13-dien

Abieta-8,12-dien

Abieta-8(14),13(15)-dien

Abietal

Abietatrien

Abietol
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SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANIH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS 1 INULA

4-epi-Abietol

Akora-3,5-dien

p-Anizaldehid

p-Anizil alkohol

alo-Aromadendren

trans-Askaridol glikol

(2£)-0-Atlanton

Biciklogermakren
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SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANIH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS 1 INULA

(Z£)-y-Bisabolen

Borneol

o-Bulnezen

Bulnezol

endo-1-Burbonanol

-Burbonen

0]
B-Ciklocitral H)‘:é
HO
p-Cimen-7-o0l §
O

(E)-B-Damascenon
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SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANIH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS 1 INULA

(0]
(E)-B-Damaskon éﬁ\/\

H
Dihidroedulan I ﬁi;\/j
o~

7,8-Dihidro-a-jonon

e
o
Dihidro-y-jonon &\)‘\

v-Elemen
Elemol
0O
. . H

2,3-Epoksigeranial o
|
X
0]

(E)-Epoksiocimen

(Z£)-Epoksiocimen |
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SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANIH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS 1 INULA

OO~
Etil-p-anizat
O\
(0]
AN O/\
trans-Etil-ferulat
HO
o\

Etil-homoprotokatehuat

trans-Etil-p-kumarat

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

Eudezma-2,4,11-trien

=
Eugenol HO/©/\/

(2E,6E)-Farnezal N S N

(2E,6Z)-Farnezal

231



PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANIH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS 1 INULA

0]

(5E,9E)-Farnezilaceton _ _ _

o-Felandren

(@) H
Felandral %

(E)-Fitol M/Y\/Y\/OH

Furfural

(0]
Y
(0] H
(0]
. NH
Geranial i/l
|

. @)
Geranilaceton w

HO
(E,E)-Geranil-linalool N x =

HO Y

(E,Z)-Geranil-linalool =

(Z,2)-Geranil-linalool
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SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANIH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS 1 INULA

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

Germakren A

Germakren B

Germakren D-4-ol

a-Gurjunen

a-Gvajen

cis-p-Gvajen oS

Gvajol
HO

Hedikariol

Fon
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SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANIH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS 1 INULA

0}
Heksahidrofarnezilaceton )J\/\)\/\)\/\)\
0]
4-Hidroksikripton
OH
HO
=
(2)-8-Hidroksilinalool
|
OH
O
Hidroksimaltol Ho;fj/OH
O
o
egzo-2-Hidroksi-1,8-sineol H
HO
OH
Homovanilil alkohol HO/©/\/
O\
Humulen-epoksid I
o
0]
Humulen-epoksid II )@
PN
a-Ilangen
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SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANIH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS 1 INULA

(Indol-3-il)acetaldehid

(E)-1zocitral

egzo-lzocitral

(Z2)-1zocitral

(£)-1zoeugenol

0]
H
A\
N
H
(0]
H
=
|
O
ét)LH
|
0O
é:%
|
X
HO
o\

Izokariofilen-oksid

(E)-Jasmon

(E)-B-Jonon

235



PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANIH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS 1 INULA

trans-Kadina-1,4-dien

trans-Kadina-1(6),4-dien

o-Kadinen

v-Kadinen

o-Kadinol

epi-a-Kadinol (syn. t-Kadinol)

o-Kalakoren

B-Kalakoren
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SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANIH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS 1 INULA

trans-Kalamenen

o-Kamfolenal

Kariofila-4(12),8(13)-dien-5a-ol mOH

Kariofila-4(12),8(13)-dien-5B-ol

9-epi-(E)-Kariofilen

(2£)-p-Kariofilen

9-epi-(E)-Kariofilen-14-o0l

trans-Karveol

X OH
(E)-Koniferil alkohol HO

237



PRILOZI

SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANIH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS 1 INULA

PN
a-Kopaen /[Zj

PN
B-Kopaen m

Kripton

o-Kubeben

B-Kubeben

Kubebol

epi-Kubebol

10-epi-Kubebol WwOH
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SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANIH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS 1 INULA

&

B-Kurkumen
: OH
OH
1,10-di-epi-Kubenol
H

p-Kumenol

Kumin aldehid

Kuparen

ar-Kurkumen

B-Kurkumen

(13E)-Labda-7,13-dien-15-ol
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SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANIH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS 1 INULA

Lavandulol

Lavandulil-acetat

Ledol

(6E,82)-4,6,8-Megastigmatrien-3-on

p-Menta-1(7),8-dien

cis-p-Menta-2-en-1-ol

trans-p-Menta-2-en-1-o0l

Metil-gentizat

HO
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SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANIH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS 1 INULA

Ox O

Metil-salicilat OH

Mint-sulfid

Mirtenol

cis-Murola-3,5-dien

cis-Murola-4(14),5-dien

é%

ééH
trans-Murola-3,5-dien &j/

:H

: H

trans-Murola-4(14),5-dien

Murola-4,10(14)-dien-1p-ol
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SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANIH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS 1 INULA

Murola-4,10(14)-dien-8f3-ol o §©\

cis-Murola-5-en-43-ol

T

trans-Murola-5-en-43-ol

o-Murolen

a-Murolol (syn. Torejol)

epi-o-Murolol (syn. t-Murolol)

Neofitadien (izomeri I, II i IIT)

Neral
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SEKUNDARNI METABOLITI ODABRANIH BILJNIH VRSTA RODOVA LYCOPUS 1 INULA

X
(E)-B-Ocimen i

(Z)-B-Ocimen |

3-Okso-0-jonol

3-Okso-p-menta-1-en-7-al

Oplopanon

Palustrol

trans-Pinokarveol

Pinokarvon
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trans-Piperitol

Pogostol

Pulegon

Rimuen

cis-Sabinen-hidrat

trans-Sabinen-hidrat

Salicilna kiselina OH
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Sandarakopimarinol

7-epi-a-Selinen

0-Selinen

1,8-Sineol

Siringaldehid

(sve E)-Skvalen N N X N N X

(0]
(E)-Solanon w

Safranal

Siobunol
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HO

trans-Sizool

T

Teaspiran A ey

Terpinen-4-ol

OH

Torilenol

a-Terpinen

T

a-Terpinen-7-al

O

OH
Terpinen-4-ol

a-Terpineol
OH
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a-Tujen

H
Valencen

(0]
oqe H
Vanilin
HO

OH
cis-Verbenol e

.. . 0 X
p-Vinilgvajakol
HO

Viridiflorol

Zonaren
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TNNOoBW NIMLLEEHUW

1. AytopcrtBo. [lo3BO/baBaTe YMHOXaBawe, AUCTPMOYyUMjy M jaBHO caonwTaBarbe
Aena, n npepaje, ako Ce HaBeAe MMe ayTopa, Ha HauuH oapeheH oa ayTopa wmnu gasaoua
vueHue, Yak u y kKomepumjanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja oa ceumx nuueHum (CC BY
3.0).

2. AyTOpCTBO - HekoMepumjanHo. [lo3BosbaBaTe yMHOXaBatbe, ANCTpMbyuUnjy 1 jaBHO
caonwTaBamwe Aena, U npepajge, ako ce HagBeae MMe ayTopa, Ha HauuMH oapeheH o ayTopa
unn gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He A03BOJ/baBa KoMmepuujanHy ynoTtpeby aena (CC BY-
NC 3.0).

3. AyTOpCcTBO - HekoMepuujanHo - 6e3 npepage. [lo3Bo/baBaTe YMHOXaBame,
anctpmbyunjy n jaBHO caonwTaBame gena, 6e3 npoMmeHa, npeobnmkoBarba uam yrnotpebe
Baller gena y genvMma Apyrux ayTtopa, ako Ce Haseje MMe ayTopa, Ha HauyumH oapeheH of
ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 403BO/baBa KoMepunjanHy ynoTtpeby aena.
Y opgHOCy Ha CBe OCTajne JINLeHLEe, OBOM JIMLEHLOM Ce orpaHuyaBa Hajsehm obum npasa
kopuwhera gena (CC BY-NC-ND 3.0).

4. AyTOpCTBO - HeKoMepuujanHO - AenuTu nog WCTUM ycnosuma. [lo3BosbaBaTe
YMHOXaBakbe, AMCTpnbyumjy M jaBHO caonwTaBamwe Aena, U npepage, ako ce HaBeae MMe
ayTopa, Ha HaumH ogpeheH oa ayTtopa waAM pasBaoua AuvUeHUe, M ako ce npepaja
anctpmbympa noa  WCTOM  MAM CAIMYHOM  nnueHuom. OBa  fnuvueHua He [J03BOSbaBa
KoMmepuujanHy ynotpeby aena n npepage (CC BY-NC-SA 3.0).

5. AyTtopcTtBo - 6e3 npepage. [o3Bo/baBaTe yMHOXaBatbe, ANCTpMbyunjy m jaBHO
caonwTaBame gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBamwa WMAK ynotpebe Balwer gena y genvMma
Apyrux ayTopa, ako Ce HaBede MMe ayTopa, Ha HaduH oapeheH oa ayTopa wnam gasaoua
nvueHue. OBa nmueHUa Ao3BosbaBa KoMepuujanHy ynotpeby gena (CC BY-ND 3.0).

6. AyTOopcTBO - Jenutum noa WUCTUM  ycnoBuMa. [lo3BosbaBaTe YMHOXaBame,
anctpmbyumnjy m jaBHO caonwTaBawe Aena, U npepaje, ako Ce HaBeae MMe ayTopa, Ha
HauMH oapeheH on ayTopa uMAM AaBaoua AvUeHUe, M ako ce npepaga auctpmbympa nog
UCTOM WM CIIMYHOM nnueHuoM. OBa AuueHua A03BO/baBa KomepuujanHy ynotpeby gena u
npepaga. CnvyHa je codTBEpPCKMM MueHuama, OAHOCHO nuueHuama oTtBopeHor koga (CC
BY-SA 3.0).



