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Ananmza XCMI/IjCKOF cactaBa U OMOJIOIIKE aKTUBHOCTH JII/IIHajeBa
Ramalina capitata (Ach.) Nyl., Peltigera horizontalis (Hudson)
Baumg. u Cladonia rangiformis Hoffm.

VY OKBHUpPY OB€ JIOKTOPCKE IucepTalje oapeheH je XeMHujcKku cacTaB
alleTOHCKHX, eTWI-alleTaTaHhX, eTApCKUX M JIUXJIOPMETAHCKUX
eKCTpakaTa, Kao W  aHTHOAKTepWjCcKa,  AHTUOKCHJATHBHA,
TCHOTOKCMYHA W aHTHXOJMHECTEpa3Ha aKTUBHOCT al€TOHCKUX
ekcTpakara sumajea Ramalina capitata, Peltigera horizontalis u
Cladonia rangiformis. Oxapehen je caapkaj mBageceTr Makpo H
MHKpoeJeMeHara. Haj3acTymipeHHja KOMIIOHEHTa HWCIIMTHBAHUX
eKcTpakara juiiaja R. capitata je eBepHnvHa KHceNnHa, a KO JIHIIaja
C. rangiformis arpanopun. ['JaBHH KOHCTHTYEHT HWCIIUTHBAHUX
eKCTpakara armoTeldja M LeNoKymHor numaja P. horizontalis je
TEHYHOpHWH, JOK je JOMHWHAHTHAa KOMIIOHEHTa Tajyca Jumiaja P.
horizontalis metun-rupogopar. OpLUUHOI-MOHOMETHII-ETAP, OPLIUHOIL,
EBEepPHHHUYHA KUCEIIMHA M YCHUHCKA KHCEIMHA Cy Haj3aCTyIJbCHH]C
UCTIapJbUBE KOMIIOHEHTE aIleTOHCKOT, €TapCKOr, €THII-AlleTaTHOT W
JIMXJIOPMETAHCKOI  eKCTpakra Jumaja R. capitata (pemom).
HajnomuHaTHIjM McTiapJbUBU KOHCTUTYEHTH suinaja P. horizontalis cy
METHJI-OpPCEIMHAT M JOJelMI-akpuiar (y eTapcKuM eKCTpaKTuMa
Tajmyca W amnoTelyja), JOK je Y CBUM HCIUTHUBAHUM EKCTPaKTHUMa
mumaja C. rangiformis Haj3acTymbeHHja paHTH(GOPMHA KHCEIHUHA.
Jlutmaj  P.  horizontalis wuma Hajehm campkaj Makpo
MuKpoenemeHnara, uzyzeB Na, Co, Pb u Si, unju je cagpkaj Hajeehu y
numrajy R. capitata. J)Kuga je nerekroBana camo y nuiajy R. capitata.
Aueroncku exctpakti R. capitata u C. rangifromis mokasyjy ymepeny
OaKkTepHLMIHY aKTUBHOCT Ha ['pam-no3utuBHe Oaktepuje. ['pam-
HEeraTUBHE OaKTepHje PEe3UCTEHTHE Cy IpeMa CBUM HCIHUTHUBAHUM
excTpaktuMa. Hajsehu anTrokcuaatuBHu kanamurer npema DPPH u
ABTS wMmeromm wMa areTOHCKH eKCTpakT amoTrendja Jwmaja P.
horizontalis, a mpema CUPRAC wmetoau ekctpakt C. rangiformis.
Hajsehu canpikaj ykynHux (eHosia U BpeIHOCT YKYIHE PEIyKIIHOHE
MoOhM UMa alleTOHCKHU eKcTpakT R. capitata. McnutuBanu eKCTpakTu y
KOHIeHTpauuju o 2 ng/ml u3asusajy Hajeehe cMameme yuecTanocTu
MHUKpOHYKJIeyca, a Hajoosbu edekar mely mHMa MoKazyje eKCTPaKT
taiyca P. horizontalis. CBu aneroHCKH eKCTPaKTH y KOHIEHTpPAIjH
on 10 mg/ml mocenyjy naxubupajyhu epexar Ha aKTHBHOCT €H3MMa
XOJIMHECTepase, a Hajpehu crerneH nHXUOUIH]je 3a0eNIekKeEH je 3a TaTyC
numaja P. horizontalis.
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W3Boa, U3:

Y OKBUPY OBe AOKTOPCKe AncepTaunje oapehneH je xeMujckun cactaB
aLETOHCKMX, eTun-auetrataHux, eTapCkuxX W AUXITOPMETaHCKUX
ekcTpakata, Kao W aHTubakTepujcka, aHTUMOKCUMOATUBHA,
reHOTOKCUYHA W aHTUXONMHecTepa3Ha aKTUBHOCT aLeTOHCKUX
eKkcTpakata nuuwajesa Ramalina capitata, Peltigera horizontalis n
Cladonia rangiformis. OgpeheH je cagpxaj OBageceT Makpo wu
MUKpoernemeHaTa. HajsacTynrbeHuja KOMMOHEHTa WUCMUTUBAHUX
eKkcTpakata nvwaja R. capitata je eBepHUYHA KUCENWHa, a Kopg
nmwaja C. rangiformis aTpaHOPWH. [NaBHM KOHCTUTYEHT
MCNUTMBAHMX eKcTpakaTta anoTteuuja u uenokynHor nuwaja P.
horizontalis je TEeHyMOpPWH, AOK je JOMUHAHTHA KOMMOHEHTa Tanyca
nuwaja P. horizontalis metun-rmpodgopat. OpUMHON-MOHOMETUI-
eTap, OpPUMHOI, EBEPHUHMYHA KNCESIMHA U YCHUHCKa KUCEenuHa cy
Haj3acTynrbeHuje ncnapsbnBe KOMMOHEHTE aLeTOHCKOr, eTapCKor,
eTun-aueTaTHOr 1 AUXNOpMETaHCKOr eKCTpakTa nuwaja R. capitata
(pemom). HajgoMuMHaTHUU MCNapSbMBU KOHCTUTYEHTU nuwaja P,
horizontalis cy meTun-opcenuHaTt n gogeunn-akpunar (y eTapckum
eKcTpakTuMa Tanyca u anoteuwmja), OOK je y CBUM UCMUTUBaAHUM
ekcTpaktuma  nuwaja  C.  rangiformis  Haj3acTynrbeHuja
paHrncpopmHa kucenuHa. Jlvwaj P. horizontalis wma Hajsehu
cagpxaj Makpo u MmukpoernemeHaTta, nsyses Na, Co, Pb u Si, unju
je cagpxaj Hajgehu y nuwajy R. capitata. XXuBa je oetektoBaHa
camo y nuwajy R. capitata. AueToHCcKn ekcTpaktn R. capitata n C.
rangifromis nokasyjy ymepeHy 6aktepuungHy akTMBHOCT Ha [pam-
nosntneHe 6aktepuje. Npam-HeratmeHe BakTepuje pe3nCTEHTHE Cy
npema CBUM NCNUTMBAHUM eKCTpakTuma. Hajsehu
aHTnokcmaatmeHn kanauutet npema DPPH n ABTS metoam uma
aLEeTOHCKM eKCTpakT anoTeuuja nuwaja P. horizontalis, a npema
CUPRAC wmetoan ekctpakt C. rangiformis. Hajgehun cagpxaj
YKYNHUX peHona v BpegHOCT YKyrnHe peaykuMoHe Mohu uma
aLeToOHCKM eKCTpakT R. capitata. WcnutMBaHW €eKCTpakTn y
KOHUEeHTpauuju on 2 pg/ml mnsasmBajy Hajpehe cMamere
y4yecTanocTu MUKPOHYKNeyca, a Hajborbn edekat mehy wuma
nokasyje ekctpakt Tanyca P. horizontalis. CBM aueTOHCKM
EeKCTpaKTW y KoHueHTpaumju og 10 mg/ml nocenyjy nHxmbupajyhm
edekaT Ha aKTUBHOCT eH3MMa XornnHecTepase, a Hajgehun cteneH
NHXxMbuunje 3abenexeH je 3a Tanyc nuwaja P. horizontalis.
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Within this doctoral dissertation, the chemical composition of
acetone, ethyl acetate, ether and dichloromethane extracts was
determined, as well as the antibacterial, antioxidant, genotoxic
and anticholinesterase activity of acetone extracts of lichens
Ramalina capitata, Peltigera horizontalis and Cladonia
rangiformis. The content of twenty macro and microelements
was determined. The most common component of the tested R.
capitata extracts was evernic acid, and in lichen C. rangiformis
atranorin. The main constituent of the examined extracts of
apothecia and entire lichen P. horizontalis was tenuiorin, while
methyl gyroforate was the dominant component of P
horizontalis talus. Orcinol-monomethyl ether, orcinol, everninic
acid and usnic acid were the most common volatile components
of acetone, ether, ethyl acetate and dichloromethane extracts of
R. capitata (respectively). The most dominant volatile
constituents of P. horizontalis were methyl orselinate and
dodecyl acrylate (in talus and apothecia ether extracts), while
rangiformic acid was the most abundant in all examined C.
rangiformis extracts. Lichen P. horizontalis had the highest
content of macro and microelements, except for Na, Co, Pb and
Si, whose content was highest in R. capitata. Mercury was
detected only in R. capitata. Ramalina capitata and C.
rangifromis extracts showed moderate bactericidal activity
against Gram-positive bacteria. Gram-negative bacteria were
resistant to the all tested extracts. The highest antioxidant
capacity, according to DPPH and ABTS method, showed in
apothecia acetone extract of P. horizontalis, and C. rangiformis
extract according to CUPRAC method. The highest content of
total phenols and the value of total reducing power was shown
in R. capitata extract. The tested extracts at a concentration of
2 ug/ml caused the most pronounced reduction in the frequency
of micronuclei, and the best effect among them was shown by
the P. horizontalis talus. All acetone extracts at a concentration
of 10 mg/ml had an inhibitory effect on the activity of the enzyme
cholinesterase, and the highest inhibition was observed in the
case of the P. horizontalis talus.

Accepted by the Scientific Board on, ASB:

03.04.2017.

Defended on, DE:

Defended Board, DB:

President:

Member:

Member

Member

Member, Mentor:

O6paszay Q4.09.13 - Nspare 1

Q4.16.01 - lzdawe 1



Ova doktorska disertacija je uradena u laboratorijama Departmana za hemiju Prirodno-
matematickog fakulteta, Univerziteta u Nisu, u okviru projekta Ministarstva prosvete, nauke i
tehnoloskog razvoja ,, Prirodni proizvodi biljaka i liSajeva: izolovanje, identifikacija, bioloska
aktivnost i primena”, (evidencioni broj OI 172047, rukovodilac projekta prof. dr Gordana

Stojanovié).

Neizmerno sam zahvalna svom mentoru Gordani Stojanovié na ukazanom poverenju, pomoci i
podrsci za vreme doktorskih studija, kao | na svemu $to sam naucila od nje tokom izrade

doktorske disertacije.

Veliku zahvalnost dugujem svojim dragim profesorima, Olgi Jovanovi¢, Violeti Mitic,
Aleksandri Dordevi¢, Snezani Tosi¢, Andriji Smelcerovié¢ i Goranu Petrovicu, koji su doprineli
realizaciji ovog rada, i dali strucnu pomo¢ pri analizi hemijskog sastava, odredivanju
multielementnog sadrzaja, antimikrobne i antioksidativne aktivnosti. Podjednako se

zahvaljujem Violeti Miti¢ na sakupljanju lisajevskog materijala.

Posebnu zahvalnost dugujem Vesni Stankov Jovanovi¢ pod cijim rukovodstvom je odraden

eksperiment antiholinesterazne aktivnosti u Opstoj bolnici u Pirotu.

Ispitivanje uticaja na ucestalost mikronukleusa sprovedeno je u laboratorijama Javnog
preduzeca “Nuklearni objekti Srbije”. Veliko hvala dr Miroslavi Stankovi¢ na

eksperimentalnim podacima i pomo(i prilikom diskusije rezultata ispitivanja.

Takode se zahvaljujem i profesoru Bojanu Zlatkoviéu sa Departmana za biologiju i ekologiju
Prirodno-matematickog fakulteta, Univerziteta u Nisu, na sakupljanju i identifikaciji

lisajevskog materiala.

Mojoj dragoj koleginici i kumi Ivani Zlatanovi¢ zahvaljujem se na druzenju, timskom radu,

velikoj pomodi i podrsci tokom svih godina studija.

Naposletku, od srca se zahvaljujem svojoj porodici, suprugu Vladimiru i cerki Nedi na

nesebicnoj podrsci, razumevanju, strpljenju i ljubavi. Hvala vam 5sto ste verovali u mene!



Skracenice

AAE — Ascorbic acid equivalent (Ekvivalent askorbinske kiseline)

ABTS — 2,2-Azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)

AMDIS — Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification System
(Automatizovani sistem za identifikaciju i dekonvoluciju masenih spektara)

APCI — Atmospheric-Pressure Chemical lonization (Hemijska jonizacija pod atmosferskim
pritiskom)

ATCC — American Type Culture Collection (Americka kolekcija kultura sojeva)

BuTC — Butiriltioholin

CBMN - Cytokinesis-blocked micronucleus assay (Metoda blokade citokineze
mikronukleusa)

CBPI — Cytokinesis-block proliferation index (Citokinezis blok proliferacioni indeks)

CI — Chemical lonisation (Hemijska jonizacija)

CID - Charge Injection Device

CoA — Koenzim A

CUPRIC - Cupric Reducing Antioxidant Capacity (Antioksidativni kapacitet redukcije bakra)
DAD - Diode-Array Detector (Detektor na bazi diodnog niza)

DNK — Dezoksiribonukleinska kiselina

DPPH - 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil

DTNB - Ditio-nitro benzoeva kiselina

ECD - Electron capture detector (Elektronsko-apsorpcioni detektor)

El — Electron lonisation (Jonizacija elektronima)

ESI — Electrosprey lonisation (Jonizacija elektrosprejom)

FAB — Fast Atom Bombardment (Bombardovanje brzim atomima)

FID — Flame lonisation Detector (Plameno-jonizujuéi detektor)

FPD — Flame photometric detector (Plameno-fotometrijski detektor)

FTIR — Fourier-transform infrared spectrometer (Spektrometar na bazi infracrvene Furijeove
transformacije)

G- — Gram-negativna bakterija

G+ — Gram-pozitivna bakterija

GAE - Gallic acid equivalent (Ekvivalent galne kiseline)



GC-MS — Gas Chromatography-Mass spectrometry (Gasna hromatografija kuplovana sa
masenom spektrometrijom)

HPLC — High Pressure Liquid Chromatography (Te¢na hromatografija pod visokim
pritiskom)

ICso— Half Maximal Inhibitory Concentration (Polovina maksimalne inhibitorne
koncentracije)

ICP-OES — Inductively coupled plasma optical emission spectrometry (Opti¢ko emisiona
spektrometrija sa induktivno spregnutom plazmom)

IUPAC — International Union for Pure and Applied Chemistry (Medunarodna unija za ¢istu i
primenjenu hemiju)

LOD - Limit of Detection (Granica detekcije)

m/z — Mass to Charge Ratio (Odnos mase i naelektrisanja jona)

MALDI — Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation (Matriksom potpomognuta laserska
desorpcija/jonizacija)

MMC — Mitomicin C

MN — Mikronukleus

NCCLS — National Committee for Clinical Laboratoty Standards (Americki Nacionalni
komitet za klini¢ke laboratorijske standarde)

NCTC — National Collection of Type Cultures (Nacionalna kolekcija kultura sojeva)

PID — Photo-ionization detector (Foto-jonizujuéi detektor)

RI — Retention Index (Eksperimentalni retencioni indeks)

RL — Retention Index from Literature (Literaturni retencioni indeks)

SD - Standardna devijacija

SE — Suvi ekstrakt

TCD - Thermal conductivity detector (Detektor termalne provodljivosti)

TE — Trolox equivalent (Ekvivalent Troloksa)

TIC — Total lon Current (Ukupna jonska struja)

TID — Thermionic ionization detector (Termalno-jonizujuéi detektor)

TOF — Time of flight (Analzator sa vremom preletanja)

TPC — Total Phenolic Content (Ukupni sadrzaj fenola)

TRP — Total Reducing Power (Ukupna redukciona moc)

UV — Ultra Violet (Ultraljubicasto zracenje)
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1. UVOD

Lisajevi (lat. lichenes) predstavljaju jedinstvenu simbiotsku zajednicu sastavljenu od
predstavnika dva razliita carstva: gljiva (mikobiont) i algi (fotobiont). Ponekad umesto algi ili
zajedno sa njima prisutne su i neke modrozelene bakterije (cijanobakterije). Simbiotski odnosi
lisaju daju specificne morfoloske, fizioloske i ekoloSke osobine tako da se pojedinaéni uticaji i
karakteristike algi i gljiva gube. Oba ¢lana u ovoj simbiozi imaju koristi i medusobno se
dopunjuju. Tako mikobionti daju liSajevima oblik i izgled (¢esto doprinose 80-90 % biomase
liSaja), vrSe zaStitu od isuSivanja snabdevaju¢i algu vodom, Stite od sunceve svetlosti, i
apsorbuju mineralne nutrijenate iz podloge (tlo, drvece, stena) na kojima se liSajevi nalaze, dok
fotobiont sintetiSe organske hranljive materije kao proizvode fotosinteze (U prisustvu
cijanobakterije, i azot dobijen azotofiksacijom) (Nash i saradnici, 2002).

Lisajevi proizvode niz sekundarnih metabolita, tzv. ,liSajevske supstance®, uglavnom
iz metabolizma gljiva (Brennan 1 saradnici, 2009). LiSajevske supstance su ekstracelularni
molekuli male molekulske mase, obi¢no nerastvorne u vodi, ali se mogu izolovati pomocu
organskih rastvara¢a. Ove komponente najcesce Cine od 0,1 do 10 % suve mase talusa a
ponekad dostizu €ak 30 % (Kosani¢ i1 saradnici, 2010). Metaboliti liSajeva se mogu podeliti u
dve grupe: primarni i sekundarni. Primarni metaboliti (proteini, lipidi, ugljeni hidrati i druga
organska jedinjenja) su odgovorni za metabolizam 1 strukturu liSajeva, dok su sekundarni
metaboliti uglavnom mali, ali slozeni molekuli, koji ukljuuju alifati¢ne, cikloalifaticne,
aromati¢ne i terpenske komponente (depsidi, depsidoni, dibenzofurani, ksantoni i terpenski
derivati). Depsidi, depsidoni, tridepsidi i tetradepsidi su najbrojnija klasa metabolita u
liSajevima (Manojlovi¢ i saradnici, 20122).

Odredivanje hemijskog sastava sekundarnih metabolita liSajeva predstavlja predmet
interesovanja mnogih istrazivackih timova, koji se takode fokusiraju i na ispitivanje bioloskih
aktivnosti koje lisajevi poseduju, ukljucujuéi: antibakterijske (Ingolfsdoéttir i saradnici, 1998),
antivirusne (Neamati i saradnici, 1997), antioksidativne (Hidalgo i saradnici, 1994),
analgeticke, antipireticke (Okuyama 1 saradnici, 1995), citotoksi¢ne, fungicidne, herbicidne,
insekticidne (Dayan i Romagni, 2001), i mnoge druge. Halici i saradnici (2011) ispitivali su
gastroprotektivni i antioksidantni efekat ekstrakta Ramalina capitata, dok su Cansaran i
saradnici (2007) dokazali antimikrobnu aktivnost acetonskog ekstrakta istog liSaja, koja se
moZe pripisati usninskoj kiselini prisutnoj u liSaju. Dokazano je antigenotoksi¢no i

antioksidativno svojstvo ekstrakta dobijenog iz vrste lisaja Peltigera horizontalis (Nardemir i



saradnici, 2015). Bézivin i saradnici (2003) pokazali su da ekstrakti lisaja Cladonia rangiformis
poseduju izrazenu i veoma selektivnu citotoksicnost, dok su Ac¢ikgdz i saradnici (2013)
ustanovili antifugalni efekat na Candida albicans.

Poznato je da bioloske aktivnosti liSajeva imaju terapeutski efekat na razne bolesti i
stanja (bolesti digestivnog trakta, dijabetes, opekotine, veliki kasalj, tuberkoloza, kozne bolesti,
kardiovaskularni poremecaji) i u tradicionalnoj medicini mnogih zemalja koriste Se za leCenje
jo$ od davnina (Richardson, 1991). Peltigera aphthosa predstavlja vrstu liSajeva koja se
pokazala kao efikasna za leCenje Cireva koji teSko zarastaju, opekotina i tuberkoloze (Turner 1
saradnici, 1983; Wang i saradnici, 2001). Ramalina bourgeana se upotrebljava kao diuretik za
razbijanje kamena u bubregu (Gonzalez i saradnici, 1995). Cladonia pyxidata je cenjeni narodni
lek koji se koristi se za leCenje velikog kasSlja i kao antipiretik (Bown, 2001). Peltigera canina
se jede u Indiji kao lek za tegobe jetre (Saklani i Upreti, 1992). Zanimljivo je da su u oblasti
Velikih jezera u Severnoj Americi novorodene bebe kupane u vodi u kojoj je prethodno bio
prokuvan lisaj C. rangiferina (Vogel, 1970).

Neke vrste liSajeva su bogate uljima 1 derivatima depsida, tako da je komercijalno
sakupljanje ovih vrsta za potrebe industrija parfema veoma aktuelno (Joulain i Tabacchi,
2009%). Lisajevi roda Ramalina (R. farinacea, R. fraxinea i R. pollinaria) koris¢ene su za
pravljenje parfema i u proizvodnji kozmetike, najéesce za proizvodnju pudera za kosu (Llano,
1951; Uphof, 1959; Richardson, 1974).

Lisajevi ponekad ¢ine deo ljudske ishrane, tako $to se odgovaraju¢im nacinom priprema
talus koji je jestiv, ali je najées¢e bezukusan ili gorkog ukusa. Cladonia vrste se od davnina na
Aljasci koriste za ishranu ljudi (Kari, 1987). Gorki sirupi napravljeni od lisajeva C. mitis, C.
rangiferina i R. fraxinea primenjivani su za proizvodnju Zestokih alkoholnih pica ili kao
podloge za uzgajanje prehrambenog kvasca u Rusiji i Svedskoj (Llano, 1956). Lisajevi su
takode i vazan izvor hrane za zivotinje arkti¢kih predela. Tako se u Kanadi tokom zime irvasi
(karibui) hrane lisajem C. rangiferina, koji je poznat i kao ,,irvasova mahovina“ (Bergerud,
1972).

Dok se alge obi¢no lako prepoznaju po jarko travnato zelenoj boji i cijanobakterije ¢ije
se boje kre¢u od zelene do plavo-zelene ili tamnoplave, lisajeve karakteriSu razne neverovatne
boje, od gotovo bele, sive ili smede nijanse, do briljantno crvene, narandZaste ili Zute boje.
Razli¢ite boje liSajeva rezultat su akumulacije specificnih pigmenata, soli i mnogobrojnih
liSajevskih kiselina u njihovom talusu. Kao primer, Zuto-zelena boja Cesto odrazava nakupljanje

usninske kiseline; svetlo zuta — akumulaciju vulpinske kiseline ili rizokarpinske kiseline; i



narandzasta — akumulaciju antrahinona (Hauck i saradnici, 2009). Interesantna je ¢injenica da
je atranorin okarakterisan kao zuto fluorescentno jedinjenje (Rao i LeBlanc, 1965). Lisajevi se
upotrebljavaju u industriji boja i u tekstilnoj industriji za bojenje tkanina (Ferreira i saradnici,
2004). Kao izvor za bojenje vune u tekstilnoj indutriji koris¢eni su lisajevi: C. rangiferina, C.
fimbriata i P. canina (za crvenu boju gvozda), C. coccifera (za crveno-ljubicastu boju), C.
gracilis (za pepeljasto zelenu), R. calicaris (za zuto-crvenu boju), R. cuspidata i R. farinacea
(za svetlo-braon boju), i R. scopulorum (za zuto-braon do crveno-braon boje) (Uphof, 1959).
Takode i1 druge vrste liSajeva roda Ramalina su izvor zute boje za bojenje tkanina (de Mayolo,
1989).

Vaznost lisajeva se ogleda i u tome sto su veoma osetljivi na kvalitet vazduha, odnosno
njegovog zagadenja. Povecana koncentracija stetnih materija u lisajevima moze dovesti do
narusavanja simbioze izmedu fotobionta i mikobionta i odumiranja lisaja. Tako, prisustvo lisaja
u nekom predelu govori o ¢isto¢i njegovog vazduha, pa se neke vrste lisajeva veé¢ niz godina
koriste kao bioindikatori za monitoring i zastitu zivotne sredine (Garty, 2001). Takode, lisajevi
imaju primenu u poljoprivredi kao sredstva za zastitu od insekata i biljojeda (Huneck i
Yoshimura, 1996).

Na osnovu dosadasnjih istrazivanja hemijskog sastava i bioloskih aktivnosti liSajeva R.
capitata, P. horizontalis i C. rangiformis, cilj ove doktorske disertacije bio je:

e Priprema acetonskih, etarskih, etil-acetatnih i dihlormetanskih ekstrakata odabranih
vrsta liSajeva;

e Odredivanje njihovog hemijskog sastava pomo¢u HPLC i GC-MS metode;

e (dredivanje sadrzaja odabranih elemenata u liSajevskom materijalu pomoc¢u ICP-OES
metode;

e |Ispitivanje antioksidativne aktivnosti acetonskih ekstrakata;

e Ispitivanje antibakterijske aktivnosti acetonskih ekstrakata;

e (Odredivanje uticaja acetonskih ekstrakata na formiranje mikronukleusa u limfocitima
humane krvne plazme;

e Ispitivanje uticaja acetonskih ekstrakata na aktivnost serumske holinesteraze.



1. TEORIJSKE OSNOVE

1.1. Filogenetsko stablo i morfologija liSajeva

Smatra se da su liSajevi najstariji kolonizatori kopnenih staniSta na Zemlji, Sto je
potvrdeno na osnovu fosilnih ostataka od pre 400-600 miliona godina (Taylor i saradnici, 1995).
Trenutno naseljavaju preko 10 % povrSine zemlje i vazni su sastav mnogih ekosistema. LiSajevi
rastu na steni, kori drveca, lis¢u, neplodnom tlu, suoceni sa ekstremnim temperaturama,
zracenjem 1 nedostatkom vlage. Rastu veoma sporo, svega nekoliko milimetara godi$nje. Imaju
prilicno dug Zivotni vek i do nekoliko hiljada godina. Zona tundre se smatra carstvom liSajeva
(de Vries i de Vries, 2008). Lisajevi imaju sposobnost rehidratacije, jer kada izgubi puno vode
prelazi u stanje anabioze (prividna obamrlost), pri ¢emu talus postaje suv i lako lomljiv, ali se
njegove zivotne funkcije normalizuju ve¢ posle prve kise (Molnar i Farkas, 2010).

Svaka vrsta liSaja karakteriSe se odredenom vrstom alge 1 odredenom vrstom gljive. Od
algi, uglavnom ucestvuju zelene alge (Chlorophyta), do 80 %, 1 malobrojni predstavnici
modrozelenih algi (Cyanobacteriophyta), a od gljiva uglavnhom vrste iz podrazdela
Ascomycotina i mali broj vrsta Basidiomycotina. Kod vise od 90 % lisajeva, fotobionti su iz
rodova Trebouxia i Trentepohlia (Chlorophyta) i Nostoc i Scytonema (Cyanophyta) (Lucking i
saradnici, 2009).

Vegetativno telo liSaja je talus 1 na osnovu njegove morfologije liSajeve mozemo
podeliti na koraste, listaste i Zbunaste. Korast tip liSajeva (krustozni) ima jednostavnu gradu i
celom svojom povrSinom naleze na podlogu i vrlo se teSko moze odvojiti od nje. Najveci broj
liSajeva pripada ovoj grupi i uglavnom raste na kori drvecéa i stenama. Lisajevi ¢iji je talus u
obliku lisne ploce sa reznjevima pripadaju listastom tipu (foliozni). Kod ovog tipa razlikuje se
gornja i donja strana a talus je za podlogu pri¢vrs¢en posebnim hifama grupisanim u snopove -
tzv. rizinije, ili pojedinacnim hifama — rizoidima. Morfoloski su sloZenije grade i filogenetski
su mlada grupa od korastih lisajeva. Zbunasti lidajevi (frutikozni) su morfoloski najsloZeniji tip
sa razgranatim i zbunastim talusom, koji visi sa podloge za koju je lagano pricvrs¢en. Najcesce
rastu u brdskim i planinskim predelima i filogenetski su najmlada grupa liSajeva. Osim ova tri
glavna tipa, postoji i ¢itav niz prelaznih morfoloskih formi talusa (Goward i saradnici, 1994).

LiSajevi se razmnoZavaju na viSe nacina. NajCe$Ce vegetativnim (regenerativnim)
putem kada se iz svakog komadica talusa lisaja, koji sadrzi i algalnu i fungalnu komponentu,
razvija nova jedinka. Lisajevi se vegetativno mogu razmnozavati i pomocu posebnih struktura

koje se formiraju na ili u talusu — izidije i soredije, ¢ija je funkcija regeneracija ili rasejavanje



talusa na druge lokalitete, najces¢e nosene vetrom. Soredije mogu biti rasporedene i na
posebnim formacijama — soralijama, od kojih se odvajaju i lako rasprSuju. Samo fungalnu
komponentu liSaja karakteriSe polno razmnozavanje koje se obavlja obrazovanjem plodonosnih
tela, u najvec¢em broju slucajeva — apotecija (Nash, 1996).

Ramalina capitata (Ach.) Nyl. je zelenkasto-sivi frutikozni lisaj koji raste u obliku
spljostenih reznjeva nalik resama. Povrsina reznja je uzduzno prugasta sa izduzenim jamama,
dok se granulirane soralije nalaze na zakrivljenim vrhovima reznjeva. Retko je prisustvo

apotecija. Rastu na kori drveta i stenama, i dostizu visinu od 1-2 cm (Smith i saradnici, 2009).

Tabela 1. Taksonomija lisaja R. capitata

(Ach.) Nyl.
Taksonomske )
B Taksoni
kategorije
Carstvo (Regnum) Fungi
Razdeo (Divisio) Ascomycota
Klasa (Classis) Lecanoromycetes
Red (Ordo) Lecanorales
Porodica (Familia) Ramalinaceae
Rod (Genus) Ramalina Ach.
] Ramalina capitata (Ach.)
Vrsta (Species) o
yl.

v . B N ]
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Sllika 1. Ramalina capitata (Ah.) Nyl.
(Lokalitet: Stara Planina, Babin zub;
fotografisala: Ivana Dimitrijevic)

Rod Peltigera spada u foliozni tip lisajeva, obi¢no poznat kao ,,pasiji liSaj*. Najéece
rastu na zemlji medu mahovinama, rede na drvecu i stenama. Vecina vrsta ima cijanobakteriju
Nostoc kao dominatnog fotobionta (Martinez i saradnici, 2003). Talus liSaja P. horizontalis je
prili¢no Sirok ikruznog oblika, pre¢nika od 5 do 10 cm. ReZnjevi su spljosteni i valoviti. Gornja
povrSina talusa, sjajna i glatka, moze biti sive, smede ili plavo-sive nijanse, dok je donja
povrsina bele boje, bez korteksa (za razliku od ostalih folioznih liSajeva) i Cesto sa isprepletenim
hifama sivo-crne boje. Apotecije su zaobljene (3-6 mm), nalik spljostenim diskovima, koji se

drze horizontalno na krajevima reznjeva (Nash i saradnici, 2004).



Tabela 2. Taksonomija lisaja

P. horizontalis (Huds.) Baumg.

Taksonomske
kategorije

Carstvo (Regnum)
Razdeo (Divisio)
Klasa (Classis)
Red (Ordo)
Porodica (Familia)
Rod (Genus)

Vrsta (Species)

Taksoni

Fungi
Ascomycota
Lecanoromycetes
Peltigerales
Peltigeraceae
Peltigera Willd.

Peltigera horizontalis

(Huds.) Baumg.

Tabela 3. Taksonomija liSaja

C. rangiformis Hoffm.

Taksonomske
kategorije
Carstvo (Regnum)
Razdeo (Divisio)
Klasa (Classis)
Red (Ordo)

Porodica (Familia)

Rod (Genus)

Vrsta (Species)

Taksoni

Fungi
Ascomycota
Lecanoromycetes
Lecanorales
Cladoniaceae
Cladonia

P.Browne

Cladonia rangiformis

Hoffm.

Slika 2. Peltigera horizontalis (Huds.)
Baumg.
(Lokalitet:Suva planina;
fotografisao: Bojan Zlatkovic)

(Lokalitet: Suva planina;
fotografisao: Bojan Zlatkovic¢)



Cladonia rangiformis je po morfologiji zbunast (frutikozan) lisaj, sivo-bele ili sivo-
zelene boje. Ovu vrstu odlikuje dimorfan talus koji je izgraden od horizontalnog primarnog
talusa (skvamoze nalik krljustima) i vertikalnog sekundarnog talusa (podecije). Podecije koje
se formiraju na primarnom talusu, bogato su razgranate i na povrsini se mogu uociti sivo-zelene
ili zelene mrlje tako da izgleda pegasto (kao telo zirafe). Na vrhovima grana mogu se retko naéi
tamnosmeda i veoma sitna plodonosna tela. Obi¢no rastu na zemlji i travnjacima, mogu se naci

i u oblastima dina (Smith i saradnici, 2009).

1.2. LiSajevske supstance, biosinteza i struktura

Prva hemijska ispitivanja sprovedena na talusima liSaja izveo je Nilander 1860-ih
(Vitikainen, 2009), tako Sto je dodavanjem hemijskih reagensa direktno na talus liSaja uocio
karakteristi¢ne promene boje i zakljucio da je to posledica prisustva razli¢itih supstanci u liSaju.
Zatim su Hesse 1 Zopf sproveli prvo obimnije hemijsko ispitivanje liSajeva u kome su
okarakterisali preko 150 jedinjenja liSaja (Zopf, 1907). Detaljnijim radom Asahina i Shibata
(1954), postavili su temelj za dalja ispitivanja razreSivsi strukturno mnoge uobiCajene
metabolite liSajeva.

Metaboliti liSaja mogu se podeliti u dve glavne grupe: primarni metaboliti
(intracelularni) i sekundarni metaboliti (ekstracelularni). Uobicajeni intracelularni metaboliti u
lisajevima ukljucuju aminokiseline, proteine, polisaharide, karotenoide, vitamine, poliole i
druge organske komponente koje su esencijalne za njihov rast i razvoj. Locirani su u ¢elijskim
zidovima i protoplastima i sintetiSu ih i gljive i alge. Vecina ekstracelularnin metabolita
izolovanih iz liSajeva su specificna organskih jedinjenja koja se sintetiSu kao sekundarni
metaboliti gljiva, i ne deponuju se unutar ¢elija ve¢ na povrsini hifa.

Raznolikost i dominacija proizvedenih sekundarnih metabolita prisutnih unutar
razli¢itih vrsta lisajeva rezultat su odgovarajucih biosintetskih puteva. Sekundarni metaboliti se
generalno proizvode jednim od tri glavna biosintetska puta — putevima acetil-polimalonila,
Sikiminske Kkiseline i mevalonske Kiseline (Slika 4). Proizvedena jedinjenja modifikuju se
razli¢itim enzimima tokom biosinteze, §to rezultira veoma raznovrsnom kolekcijom molekula

i u strukturi i u funkciji (Deduke i saradnici, 2012).
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Slika 4. Biosintetski put nastajanja liSajevskih supstanci (preradeno iz Elix,1996)

Vecina sekundarnih metabolita prisutnih u liSajevima sintetiSe se iz acetil-
polimalonatnog puta, a rede metabolickim putevima preko Sikiminske 1 mevalonske kiseline
(Elix, 1996). Aromati¢na jedinjenja (depsidi, depsidoni, dibenzofurani, depsoni i usninska
kiselina), proizvedena iz acetil-polimalonatnog biosintetskog puta, prilicno su zastupljena medu
sekundarnim metabolitima koja nastaju vezivanjem dve ili tri fenolne jedinice (orcinol ili g-
orcinol) estraskom, etarskom i C-C vezom, a daljom modifikacijom sintetiSu se raznovrsne
lisajevske supstance. Ova aromati¢na jedinjenja nastaju mehanizmom koji je svojstven samo
lisajevima. Ostali metaboliti dobijeni poreklom iz acetil-polimalonatnog puta su policikli¢na
aromatic¢na jedinjenja (hromoni, ksantoni i antrakinoni) nastala unutrasnjom ciklizacijom duzih
poliketidnih lanaca. Ovakvi molekuli se mogu na¢i i kod gljiva koje ne ulaze u sastav liSajeva,
kao 1 kod visih biljaka (Rankovi¢ 1 Kosani¢, 2015). Na Slici 5 predstavljene su hemijske
strukture fenolnih monomera i najzastupljenijih klasa sekundarnih metabolita proizvedenih iz

acetil-polimalonatnog puta.
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Slika 5. Hemijske strukture fenolnih jedinica i najzastupljenijih klasa sekundarnih metabolita
lisajeva sintetisani putem acetil-polimalonila: 1 — orselinska kiselina; 2 — -orselinska
Kiselina; 3 — didepsid; 4 — tridepsid; 5 — depsidon; 6 — dibenzofuran

Orselinska kiselina kao slobodna do sada nije pronadena u liSajevima, jer je previse
nestabilna. Do stabilizacije dolazi stvaranjem depsida ili se podvrgava dekarboksilaciji da bi se
dobio orcinol (Seshadri, 1944). Biosinteza orselinske kiseline (Slika 6) ukljucuje sastavljanje
jednog molekula acetil-CoA i tri molekula malonil-CoA u tetraketid koji se zatim ciklizuje

povezivanjem C2 i C7, a potom dolazi do nespecificne i neenzimske aldolne kondenzacije na

C3 1 C5 do konacne strukture (Woo i saradnici, 1989).
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Slika 6. Biosinteza orselinske kiseline

Najzastupljenije klase metabolita liSaja su depsidi i depsidoni. Ako se prilikom
biosinteze depsida karboksilna grupa jedne jedinice povezuje sa hidroksilnom grupom koja je
u para polozaju druge karboksilne kiseline, takve esterifikacije vode do stvaranja para-depsida.
Suprotno, ako se estarska veza nagradi na prvu jedinici u poloZaju meta u odnosu na karboksilnu
grupu drugog prstena, nastaje meta-depsid. Para-depsid ima klju¢nu ulogu u biosintezi
aromati¢nih liSajevskih supstanci tako $to predstavlja biosintetski intermedijer ili prekursor
(Elix i saradnici, 1987).

Na osnovu dosada$njih istrazivanja dokazano je da se para- i meta-depsidi mogu
istovremeno naci u istom organizmu. 1z R. americana izolovana su dva usko povezana depsida,
para-depsid subdivarikatska Kiselina i meta-depsid subsekikai¢na kiselina (Culberson i
saradnici, 1990). Najpoznatiji para-depsid atranorin nastao kao derivat S-orcinola detektovan
je u lisaju C. rangiformis (Yoshimura i saradnici, 1994; Huneck i saradnici, 2004). Atranorin
karakteriSe Sirok spektar bioloskih aktivnosti. U njegovoj biosintezi osim metil-3-orselinata
ucestvuje i hematomil aldehid koji nastaje oksidazom i dehidrogenazom metil-3-orselinata
(Studzinska-Sroka i saradnici, 2017).

Vrstu R. capitata karakteriSe prisustvo dibenzofurana usninske kiseline, koja je predmet
interesovanja mnogih istraZivanja jer je jedna od bioloski najaktivnijih liSajevskih jedinjenja
(Cansaran i saradnici, 2007). Usninska kiselina je zuti pigment i kao proizvod sekundarnog
metabolizma gljiva javlja se u dva enantiomerna oblika koja se razlikuju u orjentaciji metil
grupe u polozaju 9b. Oba opticka izomera, (-)-usninska kiselina i (+)-usninska kiselina, ne
mogu se istovremeno naci u istom organizmu (Rankovi¢ i Kosani¢, 2015). U procesu biosinteze

usninske kiseline dolazi do stvaranja metilfloracetofenona, uz ugradnju C1 fragmenta pre

10



aromatizacije poliketida (Slika 7). Sledec¢i koraci ukljuéuju stereospecificno oksidativno
fenolno spajanje dve metilfloracetofenonske jedinice da bi se dobila hidratisana usninska
kiselina 1 na kraju dehidratacijom dolazi do stvaranja etarske veze (Ingolfsdottir, 2002). Osim
u rodu Ramalina, usninska kiselina moze se ¢esto naéi i u rodu Cladonia (Proksa i saradnici,
1996). Strukturni izomer usninske kiseline — izousninska kiselina poznata je samo u rodu
Cladonia, ali opsezna istrazivanja o distribuciji ovog metabolita jo§ uvek nisu zabeleZena

(Rankovi¢ i Kosani¢, 2015).
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OH H 0
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Slika 7. Biosinteza usninske Kiseline (Taguchi i saradnici, 1969)
Peltigera horizontalis proizvodi metabolite iz grupe tridepsida kao §to su tenuiorin i

giroforna kiselina (Goward i saradnici, 1995). Ova jedinjenja u svojoj hemijskoj strukturi sadrze

tri monomera orselinske kiseline koja su povezana estraskim vezama. Na osnovu dosadasnjih
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istrazivanja, osim atranorina, C. rangiformis se karakteriSe sadrzajem depsidona —

protocetraricne i fumarprotocetrari¢ne kiseline, kao i alifaticnih kiselina — norrangiformne

kiseline i njenog monometil-estra rangiformne kiseline (Pino-Bodas i saradnici, 2017).

Tabela 4. Hemijske strukture jedinjenja identifikovanih iz vrsta lisajeva R. capitata, P.

hotizontalis i C. rangiformis

Trivijalno ime

Hemijska struktura

IUPAC ime

Usninska kiselina

o]

0.
) O é o
OH o

2,6-diacetil-7,9-
dihidroksi8,9b-

(usnic acid) dimetildibenzofuranl,3-
dion
i [3-hidroksi-4-(3-hidroksi-
Tenuiori T " 4-metoksikarbonil-5-
enuiorin
(tenuiorin) ° /@i‘\ ° on metilfenoksi)karbonil-5-
enuiorin

metilfenil] 2-hidroksi-4-

metoksi-6-metilbenzoat

Giroforna kiselina

4-[4-(2,4-dihidroksi-6-
metilbenzoil)oksi-2-
hidroksi-6-

(gyrophoric acid) metilbenzoil]oksi-2-
hidroksi-6-metilbenzoeva
"o or kiselina
(3-hidroksi-4-
Atranorin

(atranorin)

metoksikarbonil-2,5-
dimetilfenil) 3-formil-2,4-

dihidroksi-6-metilbenzoat

Protocetrari¢na
kiselina

(protocetraric acid)

10-formil-3,9-dihidroksi-
4-(hidroksimetil)-1,7-
dimetil-6-
oksobenzo[b][1,4]benzodi
azepin-2-karboksilna

kiselina
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/ 4-[[(E)-3-karboksiprop-2-

° enoil]oksimetil]-10-
Fumarprotocetrari¢na . . .
o oH formil-3,9-dihidroksi-1,7-
kiselina o o
oH dimetil-6-

(fumarprotocetraric ° o .
id) oksobenzo[b][1,4]benzodi
aci
Ho, / 0 azepin-2-karboksilna
kiselina
o}

(2S)-2-[(2S)-1-metoksi-1-

Rangiformna kiselna
oksoheksadekan-2-

HO,

(rangifromic acid)

© o N0 il]sukcinska kiselina
Norrangiformna RN
kiselina o (2R,3S)-heptadekan-1,2,3-
(norrangiformic \H/I\/\NWW trikarboksilna kiselina

acid)

1.3. Instrumentalne metode analize: HPLC, GC-MS, ICP-OES
1.3.1. Te¢na hromatografija pod visokim pritiskom (HPLC)

Tecna hromatografija pod visokim pritiskom ili te¢na hromatografija visokih
performansi  (High  Pressure  Liquid  Chromatography/High-performance  Liquid
Chromatography — HPLC) jedna je od najvaznijih analitickih metoda danasnjice pomoc¢u koje
je moguce razdvojiti, identifikovati 1 kvantifikovati sastojke slozenih organskih uzoraka. Te¢na
hromatografija je svaka hromatografska tehnika kod koje je pokretna faza tecnost, ali se
eluiranje kod obi¢ne teéne hromtografije vrsi pod dejtvom sile gravitacije zbog Cega analiza
traje dugo a razdvajanje je u takvoj koloni slabo. Primenom te¢ne hromatografije pod visokim
pritiskom povecana je razlika pritisaka na krajevima kolone posebnim pumpama, zbog cega je
vreme analize znatno smanjeno a postignuta je efikasnost razdvajanja i dobra rezolucija.
Primenom kontrolisanog nafina rada mogu se analizirati uzorci sa Sirokim opsegom
koncentracija i molekulskih teZina.

Tokom HPLC analize, rastvor uzorka injektuje se u hromatografsku kolonu poroznog
materijala (stacionarna faza) a tecnost (mobilna faza) se propusta tj. eluira kroz kolonu pod

visokim pritiskom. Mobilna faza sluzi za prenoSenje injektovanog uzorka kroz separacionu
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kolonu do detektora. Razdvajanje komponenata iz uzorka zasniva se na razlikama u stopama
migracije kroz kolonu koje proizlaze iz selektivne raspodele komponenata izmedu stacionarne
i mobilne faze na osnovu fizicko-hemijskih interakcija. Odvojene komponente se detektuju na
osnovu koli¢ine apsorbovane UV svetlosti razli¢itih talasnih duZzina, a signal koji daje detektor
srazmeran je koncentraciji komponente. Hromatogram predstavlja graficki prikaz signala sa
detektora u zavisnosti od retencionog vremena. Signali koji se vide na hromatogramu nazivaju
se hromatografski pikovi. Retenciono vreme neke komponente zavisi od njenih hemijskih i
fizickih osobina u datim uslovima 1 predstavlja karakteristiku date komponente pomocu koje se
vr$i njena identifikacija.

Kriterijumi za odabir mobilne faze su potpuna rastvorljivost uzorka, mala viskoznost i
mala isparljivost. Odabrani rastvaraci treba da budu inertni prema komponentama uzorka i
materijalu od koga je sastavljena hromatografska kolona. Za mobilnu fazu obi¢no se koriste
Cisti rastvaraci ili najCeS€e smeSa rastvaraca koji se medusobno dobro mesaju. Upotreba
kombinacije rastvaraca sa puferom omogucava kontrolisanje pH vrednosti mobilne faze, $to
moze biti korisno u analizi sloZenih smeSa sa blisko rasporedenim ili preklopljenim pikovima.
Najcesce koris¢eni pufer je fosfatni pufer. Rastvaraci za HPLC analizu sa preko 99,9 % €istoce
su komercijalno dostupni.

Tokom HPLC analize eluiranje moze biti izokratsko ili gradijentno. Pri izokratskom
eluiranju sastav mobilne faze ostaje isti tokom cele hromatografske analize, dok se kod
gradijentnog eluiranja sastav mobilne faze menja linearno sa vremenom. Prednost gradijentnog
eluiranja se ogleda u cilju smanjenja vremena analize i dobijanja boljeg razdvajanja
hromatografskih pikova.

Hromatografske kolone za HPLC analizu gusto su punjene Cesticama stacionarne faze
malih dimenzija (dijametar od 3-5 pum) ali velike specificne povrSine koje poboljSavaju
razdvajanje komponenata smesSe. Kolone su napravljene od celika (kako bi izdrzale visok
pritisak) duzine od 20 cm i unutrasnjeg prec¢nika od 2 do 4 mm, dok su kolone za preparativnu
teCnu hromatografiju veéeg unutrasnjeg prec¢nika (preko 5 mm) zbog ¢ega imaju manju
efikasnost razdvajanja a veci kapacitet. Matrica kolone kao potpora stacionarne faze
napravljena je najéesce od silika gela, a moze biti i od polietilena ili polimetakrilata. Silika gel
je povrsinski modifikovan tako da sadrzi dugacke lance alkil grupe ili fenil grupe, u slucaju
razdvajanja aromati¢nih jedinjenja u uzorku. Zbog gustog punjenja otpor proticanja mobilne
faze kroz kolonu je veliki pa je zato neophodno obezbediti veliku razliku u pritiscima na

krajevima kolone pomoc¢u pumpe koja ima mogucénost da razvije pritisak od 50 do 1000
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atmosfera. Kolone se takode ¢esto termostatiraju kako bi se izbegle varijacije na hromatogramu
kao posledica malih temperaturnih razlika.

Najéesce koriscen nac¢in HPLC razdvajanja je hromatografija sa reverznom fazom kod
koje je stacionarna faza nepolarna, a za mobilnu fazu koriste se polarni rastvara¢i. U ovom
slucaju, postojace snazna privla¢nost izmedu polarnog rastvaraca i polarnih molekula u smesi
koja prolazi kroz kolonu, zbog ¢ega ¢e provesti vecCinu svog vremena u kretanju sa rastvaracem.
Nepolarna jedinjenja u smesi Ce teziti stvaranju privla¢nosti sa alkil ili fenil grupama
stacionarne faze, $to ¢e ih usporiti na putu kroz kolonu.To znaci da ¢e polarni molekuli brze
eluirati kroz kolonu, a redosled eluiranja komponenata smanjivace se polaritetom.

UV-Vis detektori se koriste za detekciju jedinjenja koja apsorbuju u ultra-ljubicastoj i
vidljivoj oblasti. Mnoga organska jedinjenja, uklju¢uju¢i aromati¢na jedinjenja i jedinjenja sa
hromoforama u vidu dvostrukih veza izmedu C, N, O i S atoma, apsorbuju UV svetlost razli¢itih
talasnih duzina. Ako se snop UV svetlosti propusti kroz struju te¢nosti koja izlazi iz kolone,
UV detektor ¢e na suprotnoj strani direktno ocitati koliki deo svetlosti se apsorbovao. Koli¢ina
apsorbovane UV svetlosti zavisice od koli¢ine odredenog jedinjenja koje u tom trenutku prolazi
kroz snop. Rezultat ¢e biti zabeleZen kao niz hromatografskih pikova i svaki od njih predstavlja
komponentu u uzorku koja prolazi kroz detektor i apsorbuje UV svetlost. PovrSina pika
proporcionalna je koli¢ini odredene komponente i sluzi za kvantitativnu karakterizaciju.
Kvalitativna analiza zasniva se na ¢injenici da apsorpcioni spektar supstance zavisi od njenog
sastava 1 strukture, a identifikacija se moze vrsiti komparacijom sa apsorpcionim spektrom
standarda. Na primer, maksimum apsorpcije za usninsku kiselinu je 220, 290 i 325 nm, za
atranorin 210, 256 i 312 nm, za girofornu kiselinu 214, 271 i 305 nm (Huneck i Yoshimura,
1996).

HPLC sistemi opremljeni su racunarom i softverom koji kontroliSe operativne
parametre poput sastava mobilne faze, temperature, brzine protoka, zapremine i sekvence
ubrizgavanja, kao i prikupljanje i obradu hromatograma.

Tecna hromatografija uopste, a posebno HPLC, dali su izuzetan doprinos u oblastima
istrazivanja i razvoja proizvodnje. HPLC pronalazi brojne primene u farmaceutskoj i
prehrambenoj industriji, biohemijskim 1 biotehnoloSkim istrazivanjima, u proizvodnji

sintetickih polimera, forenzici, 1 monitoringu Zivotne sredine.
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1.3.2. Gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom (GC-MS)

Gasna hromatografija je tehnika koja se primenjuje za razdvajanje, identifikaciju i
kvantifikaciju komponenata smeSe organskih isparljivih jedinjenja. Odvajanje komponenata
smesa zasniva se na razlikama u isparljivosti jedinjenja i njihovoj selektivnoj raspodeli izmedu
stacionarne i mobilne faze unutar hromatografske kolone praceno sekvencijalnim eluiranjem
odvojenih komponenata.

Tehnika gasne hromatografije se najcesce koriti za razdvajanje jedinjenja koja imaju
veliku isparljivost (sa tackom kljuc¢anja do cak 400 °C), termicku stabilnost 1 nisku molekulsku
masu. Mogu se analizirati i termiCki nestabilna ili teze isparljiva jedinjenja ukoliko se
postupkom derivatizacije prevedu u stabilnija i isparljivija jedinjenja. Derivatizacija se sastoji
u modifikaciji funkcionalnih grupa molekula, bez ikakvih drugih promena u molekulskoj
strukturi.

Postoje dva tipa gasne hromatografije: gasno-¢vrsta i gasno-te¢na hromatografija. Obe
metode koriste gas kao mobilnu fazu, dok je stacionarna faza razli¢ita, kao 1 princip po kome
se vrsi razdvajanje komponenti. Ako je hromatografska kolona punjena ¢vrstom stacionarnom
fazom u vidu usitnjenog ¢vrstog materijala velike specifi¢ne povrSine 1 velike adsorpcione
moc¢i, kao Sto su silika gel, aktivni ugalj ili aluminijum dioksid, na kojima se komponente
uzorka selektivno adsorbuju, re¢ je o gasno-Cvrstoj hromatografiji. Kod gasno-tecne
hromatografije (ili gasne hromatografije) stacionarna faza je tecna i u vidu kapilarnog sloja
rasporedena je na inertnom i ¢vrstom nosacu (kod pakovanih kolona) ili po unutrasnjem zidu
kolone (kod kapilarnih kolona), dok se komponente uzorka odvajaju na osnovu rastvarljivosti
u te¢noj stacionarnoj fazi (mehanizam podeone hromatografije). Stacionarna te¢na faza koja se
primenjuje uglavnom ima malu isparljivost i visoku temperaturu raspadanja.

Prednost kapilarnih u odnosu na pakovane kolone ogleda se u vecoj efikasnosti
razdvajanja, boljoj rezoluciji, kra¢em vremenu rada i primeni manje koli¢ine uzorka. Ovaj tip
kolone ima duzinu od par desetina metara do preko 100 m, sa unutrasnjim pre¢nikom manjim
od 1 mm, i postavljen je u hromatografu u vidu kotura. Pakovane kolone izradene su uglavnom
od nerdajuceg Celika ili stakla. Nosa¢ tecne stacionarne faze je inertan i ravnomerno usitnjen
¢vrst materijal (na primer, dijatomejska zemlja) na koji je odgovaraju¢im tehnoloSkim
postupkom naneta te¢nost. Duzina pakovanih kolona je znatno kraca u poredenju sa kapilarnim
(2-4 m), ali pre¢nik moZze da dostigne i do nekoliko milimetara. Kolone su ve¢e duZine u gasnoj

nego u tecnoj hromatografiji zbog nize viskoznosti gasa i vece brzine protoka mobilne faze.
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U svrhu boljeg razdvajanja slozenih uzorka koji sadrze stotine, pa ¢ak i hiljade
komponenata razli¢ite isparljivosti, a samim tim i dobijanja zeljene rezolucije razdvojenih
hromatografskih pikova, moze se koristi multidimenzionalna hromatografija, koja zahteva
primenu razli¢itih kolona koje se vezuju jedna na drugu.

Mobilna faza kao nose¢i gas moze biti helijum, azot, vodonik ili argon i ima ulogu
prenosioca uzorka kroz kolonu do detektora. Cistoéa noseéeg gasa treba biti 99,995 %. Nose¢i
gas se iz boce preko regulatora pritiska i protoka uvodi u kolonu. Iz specijalnih $priceva
(mikroSpriceva) sa mogu¢noscu odmeravanja vrlo malih zapremina (oko 1 pl), te€ni uzorak se
ubacuje u zagrejani injektor pri ¢emu dolazi do trenutnog isparavanja. Ako su uzorci u
gasovitom stanju, injektuju se posebnim gasnim slavinama u odredenoj zapremini (oko 1 ml).
Noseci gas u ovom slucaju obezbeduje inertnu sredinu za pretvaranje injektovanog tecnog
uzorka u paru i prenos kroz kolonu bez ikakvih promena u njegovim karakteristikama. Kako je
kolona (koja se nalazi u posebnom termostatu) direktno povezana sa isparivacem, pare uzorka
noSene mobilnom fazom odmah dospevaju u nju. U koloni dolazi do razdvajanja komponenata
na osnovu koeficijenta raspodele ili razliCitog adsorpcionog afiniteta prema stacionarnoj i
mobilnoj fazi, tako da pare komponenata uzorka putuju razli¢itom brzinom. Gas nosac ispire
sa kolone razdvojene komponente i one prolaze kroz detektor, u kome se detektuju kao
elektri¢ni signali, ¢iji su intenziteti proporcionalni njihovim koncentracijama u gasu nosaca.
Signal iz detektora se preko pojacivaca Salje pisacu i belezi se u funkciji vremena. Dobijeni
hromatogram predstavlja krivu zavisnosti ja¢ine signala od vremena zadrzavanja (retencionog
vremena). Pomoc¢u operativnog softvera moguce je kontrolisati uslove rada (sekvenca i
zapremina injektovanja uzoraka i standarda, brzina protoka nosaca, broj ciklusa pranja,
programiranje temperature, pritisak u koloni, rad detektora, itd) u cilju boljeg razdvajanja
komponenata uzorka, poboljSanja efikasnosti analize i bolje rezolucije hromatograma.

Temperatura kolone je veoma bitan parametar u gasnoj hromatografiji. Sto je
temperatura viSa, komponente brze prolaze kroz kolonu ali ¢e interakcija sa stacionarnom
fazom kao i njthovo medusobno radvajanje biti slabije. Suprotno, pri niZim temperaturama
analiza je sporija ali u korist boljoj rezoluciji. Ukoliko se temperatura u koloni odrZava na
konstantnoj vrednosti u toku hromatografske analize dobijamo izotermnu metodu analize.
Pogodna je za analiziranje komponenata uzorka sa niskim stepenom isparljivosti. Kod ¢esce
koriS¢ene temperaturno programske metode, postoji kontinuiran porast temeperature unapred

odredenom brzinom tokom analize uzorka. Prednost ove metode analize je dobijanje dobre
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rezolucije, medutim, poveéanje temperature kolone Cesto dovodi do isparavanja tecne
stacionarne faze $to se moze videti na hromatogramu kao podizanje bazne linije.

Uloga detektora je da reaguje na prisustvo odredene komponente tako $to proizvodi
signal koji je srazmeran njenoj koncentraciji. U zavisnosti od toga da li komponenta biva
hemijski izmenjena prilikom detektovanja, razlikujemo nedestruktivne i destruktivne detektore.
Postoji 1 specifi¢ni i nespecifiéni detektori koji detektuju odredenu klasu jedinjenja ili sva
jedinjenja. Najmanja koncentracija komponente koju detektor moze da registruje predstavlja
granicu detekcije. U analiti¢koj hromatografiji pozZeljno je da detektori imaju $to niZzu granicu
detekcije 1 nije vazno da li su destruktivni, dok sa druge strane, u preparativnoj hromatografiji
detektori ne smeju biti destruktivni dok granica detekcije nije vaZan parametar.

Najcesce su koris¢eni detektori toplotne provodljivosti (TCD, thermal conductivity
detector) i plameno-jonizujuci detektori (FID, flame ionization detector). Detektor toplotne
provodljivosti meri razliku u toplotnoj provodljivosti Cistog gasa nosaca i gasa nosaca koji
sadrzi komponente uzorka tj. meri se promena toplotne provodljivosti gasa nosaca kad se u
njemu pojavi komponenta. Nastala struja srazmerna je koncentraciji komponente. Kod
plameno-jonizuju¢eg detektora gas iz kolone kontinuirano se uvodi u plamen, koji je smeSten
izmedu dve suprotno naelektrisane elektrode, pri ¢emu se komponente noSene gasom jonizuju
na visokoj temperaturi plamena, dajuci jone, koji se sakupljaju na odgovarajucoj elektrodi.
Nastala jonizujuca struja odgovara koncentraciji komponente. Osim pomenutih postoje 1 drugi
tipovi detektora: elektronsko apsorpcioni (ECD, electron capture detector), plameno-
fotometrijski (FPD, flame photometric detector), termalno-jonizuju¢i (TID, thermionic
ionization detector), foto-jonizuju¢i (PID, photo-ionization detector), na bazi infracrvene
Furijeove transformacije (FTIR, Fourier-transform infrared spectrometer), i drugi.

Gasna hromatografija nudi visoku osetljivost analize za uzorke koji mogu biti te¢nost,
gas ili rastvorena ¢vrsta supstanca. Ima znacajnu primenu u laboratorijama za ispitivanje i
kontrolu kvaliteta u petrohemiji, industriji hrane i farmaceutskim proizvodima, etarskih ulja u
kozmetickoj industriji. Ova tehnika pronasla je ograni¢enu primenu u hemiji liSajeva, jer je
vecina supstanci liSaja vrlo polarna i ima malu isparljivost (Huneck i Yoshimura, 1996). S toga,
je ukombinaciji sa masenom spektrometrijom nasla bolju primenu u identifikaciji i strukturnom
odredivanja liSajevskih supstanci.

Gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom (GC-MS) koja je nezamenljiva u
analizi tragova u medicini, kriminalistici i zagadenju Zzivotne sredine, koristi maseni

spekrometar kao detektor. To je uredaj koji radvaja jone sa razli¢itim odnosima mase i
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naelektrisanja (m/z). Nakon izlaska iz kolone gde pritisak gasa iznosi preko 1 bar, gas sa
razvojenim komponentama se prevodi na nizi pritisak jer je u masenom spektrometru pritisak
od oko 10 mbar. Komponente se jonizuju u jonizatoru a zatim ubrzavaju do analizatora mase,
gde se razdvajaju u prostoru ili vremenu (u tehnici vremena preleta) pod dejstvom magnetnog
ili elektricnog polja. Kao detektor koristi se najéesce eletronski multiplikator. Maseni spektar
predstavlja prikaz intenziteta dobijene struje jonskih vrsta u funkciji od njihovog odnosa mase
i naelektrisanja. Prikupljanje podataka se moZe vrSiti u rezimu potpunog skeniranja (pokriva
Sirok opseg odnosa m/z) ili rezimu skeniranja odabranih jona pri ¢emu se prikupljaju podaci
samo za odabrane jone posmatranog molekula.

Postoji vise nacina jonizacije u zavisnosti od jonskog izvora: elektronska jonizacija (El,
electron ionisation), elektrosprej jonizacija (ESI, electrosprey ionisation), hemijska jonizacija
(CI, chemical ionisation), hemijska jonizacija pod atmosferskim pritiskom (APCI, atmospheric-
pressure chemical ionization), jonizacija brzim atomima (FAB, fast atom bombardment),
matriksom potpomognuta laserska desorpcija/jonizacija (MALDI, matrix assisted laser
desorption/ ionisation). Razlikujemo 1 vise tipova analizatora: kvadrupolni, magnetni, jonski
trap (ion trap) i analzator sa vremom preletanja (TOF, time of flight).

Gasni hromatogram nastaje kao prikaz ukupne jonske struje (TIC, total ion current) u
zavisnosti od retencionog vremena. Svaki hromatografski pik generisace jedinstven spektar
mase koji se koristi za identifikaciju jedinjenja, tako $to se vrsi poredenje snimljenog masenog
spektra sa spektrima poznatih jednjenja iz elektronske baze podataka. PovrSina
hromatografskog pika proporcionalna je koncentraciji odgovarajuceg jedinjenja, kao i kod
HPLC tehnike. Prilikom jonizacije moze do¢i i do fragmentacije molekula tj. do njegovog
raspadanja na viSe jona, i tada maseni spektar predstavlja njemu svojstven otisak prsta. U ovom
slu¢aju, vrsi se identifikacija komponenti prema njegovoj specificnoj fragmentaciji.

Gasna hromatografija kuplovana sa masenom spekrometrijom korisna je metoda za
analizu liSajevskih metabolita kao S§to su ksantoni, antrahinoni, dibenzofurani, terpeni i
pulvinska kiselina kojima nedostaje termolabilna estarska grupa (Karunaratne i saradnici,
2005).

1.3.3. Opticka emisiona spektrometrija sa induktivno spregnutom plazmom (ICP-
OES)

Opticka emisiona spektrometrija sa induktivno spregnutom plazmom (ICP-OES) je

tehnika za detekciju tragova elemenata u razli¢itim multielementnim uzorcima. Zasniva se na
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merenju intenziteta emitovanog zraCenja koju emituju pobudeni atomi nastali u induktivno
spregnutoj plazmi argona. Prednost ove tehnike je relativno niska granica detekcije, mala
koli¢ina uzorka, visok kapacitet za simultano 1 precizno detektovanje veceg broja elemenata u
uzorku, kratki vremenski intervali analize i Sirok raspon koncentracija uzorka. Argon je
hemijski inertni gas koji ne reaguje sa jonima iz uzorka, ima visoku energiju jonizacije §to
povecava verovatno¢u pobudivanja za veéinu elemenata periodnog sistema.

Tecni uzorak za analizu pomocu peristalticke pumpe prolazi kroz rasprsivac
pretvarajuci uzorak u aerosol koji se uvodi u plazma plamenik. Na kraju kvarcnog plamenika
nalazi se indukcioni kalem koga napaja radiofrekventni generator. Kao posledica nastale
visokofrekventne struje kroz indukcioni kalem, indukuje se oscilatorno magnetno polje, a
ubrzani elektroni u sudaru sa atomima argona dovode do zagrevanja i jonizacije stvarajuci
stabilnu plazmu argona. Plazma je Cetvrto agregatno stanje materije tj. stanje visoko
jonizovanog gasa. Temperatura plazme je izuzetno visoka i moze dosti¢i do nekoliko hiljada
Celzijusovih stepeni. Atomi iz uzorka u sudaru sa jonima i elektronima plazme primaju energiju
1 dostizu viSe pobudeno stanje. Vracanjem u osnovno stanje emituje se elektromagnetno
zracenje ta¢no odredene talasne duzine daju¢i karakteristicni spektar emisije koji se meri
spektrometrom. Kvalitativna analiza zasniva se na Cinjenici da je talasna duzina emitovane
svetlosti odredena strukturom elektronskog omotaca atoma koji je karakteristican za svaki
atom. Intenzitet emitovanog zracenja je proporcionalan broju pobudenih atoma tj. koncentraciji
elementa. Kvantitativna analiza se vr$i pomoc¢u metode kalibracione krive gde se nepoznata
koncentracija elementa izraCunava poredenjem intenziteta emisije ispitivanog uzorka sa
standardima na odredenoj talasnoj duzini. Ova metoda je nasla Siroku primenu u svim granama
toksikologije: medicinskoj, forenzickoj, toksikologiji zivotne sredine 1 prehrambenih
namirnica.

Postoje mnoga istrazivanja o lisajevima kao dobrim pokazateljima kvaliteta vazduha,
jer sadrzaj metala u liSajevima varira paralelno sa sadrZzajem metala u njegovoj okolini.
Koncentracija metala merena je u lisajevima Evernia prunstri i Parmelia sulcata (Stamenkovié¢
i saradnici, 2013) i Flavoparmelia caperata (Mitrovi¢ i saradnici, 2012), koji rastu u
jugosito¢nom delu Srbije. Aslan isaradnici (2004) determinisali su sadrzaj odredenih elemenata

u liSaju R. capitata.
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1.4. Antioksidativna aktivnost ekstrakata liSajeva i njihovih sekundarnih
metabolita

Mnogi procesi povezani sa proizvodnjom slobodnih radikala pokrecu u ljudskom
organizmu razliite fizioloske 1 fiziopatoloske procese kao $to su kardiovaskularna oboljenja,
kanceri, dijabetes, inflamatorna oboljenja, neurodegenerativne bolesti, Alchajmerova bolest,
starenje. Slobodni radikali su molekuli koji imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona u svojoj
strukturi, Sto dovodi do njihove izrazene reaktivnosti. Medu slobodne radikale ubrajamo
reaktivne vrste kiseonika — hidroksi radikali, vodonik peroksid, superoksid anjon, i reaktivne
vrste azota — azot oksid 1 peroksinitril. Oksidativni stres u bioloSkim sistemima je sloZen proces
koji se odlikuje naruSavanjem ravnoteZe izmedu proizvodnje slobodnih radikala i sposobnosti
organizma da eliminiSe ove reaktivne vrste tj. da odrzi antioksidativni odbramben mehanizam
(Santos-Sanchez i saradnici, 2019). Ljudski organizam se protiv slobodnih radikala, osim
sopstvenim odbrambenim mehanizmom, brani i antioksidansima unetim putem ishrane.
Antioksidansi prirodnog porekla privukli su posebno interesovanje zbog svoje efikasnosti u
spreCavanju destruktivnih procesa izazvanim oksidativnim stresom. Imaju sposobnost da
stabilizuju ili deaktiviraju slobodne radikale, ¢esto pre nego $to napadnu biolosku celiju.
LiSajevi mogu biti dobar izvor prirodnih antioksidanasa jer su bogati sekundarnim metabolitima
u vidu fenolnih jedinjenja, dobro poznata po svojim antoksidativnim svojstvima. Fenolna
jedinjenja inhibiraju slobodne radikale prenosenjem atoma vodonika iz njegove hidroksilne
grupe, formiraju¢i manje reaktivan fenoksil radikal (Sawa i saradnici, 1999).

Na osnovu literaturnih podataka postoje brojna istrazivanja koja opisuju antioksidativna
svojstva ekstrakata liSajeva, a sve je vise i studija koja proucavaju antioksidativnu prirodu
izolovanih metabolita. Halici i saradnici (2011) ispitivali su antioksidativne aktivnosti
ckstrakata lisaja R. capitata tiocijanatnom metodom, a ispitivani ekstrakti pokazali su statisti¢ki
znacajnu antioksidativnu aktivnost u testu inhibicije peroksidacije linolne Kiseline. Nardemir i
saradnici (2015) ispitivali su antioksidativnu aktivnost metanolnog ekstrakta liSaja P.
horizontalis, odredivanjem nivoa aktivnosti antioksidativnih enzima u krvi ¢oveka, ukljucujuci
superoksid dismutazu, glutation, glutation peroksidazu i malondialdehid. Ovom analizom
utvrdeno je da ispitivani liSaj poseduje zna¢ajni antioksidativni efekat. Kotan 1 saradnici (2013)
dokazali su znacajni zastitni efekat metanolnog ekstrakta lisaja C. rangiformis protiv
oksidativnog stresa prouzrokovanog od strane kancerogene supstance aflatoksina B1. Yucel i
saradnici (2007) su takode analizirali antioksidativnu aktivnost esktrakata liSaja C. rangiformis,

dokazavsi da hloroformski ekstrakt pokazuje znacajnu antioksidativnu aktivnost i ima najvec¢i
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sadrzaj fenolnih jedinjenja, dok metanolni ekstrakt pokazuje najveéu redukcionu moc.
Analizom pomo¢u DPPH metode, praskasti materijal lisaja C. rangiformis pokazao je znacajni

antioksidativni kapacitet (Mendili i saradnici, 2021).

1.5. Metode odredivanja antioksidativne aktivnosti

Za odredivanje antioksidativne aktivnosti acetonskih ekstrakata ispitivanih liSajeva
kori§¢ene su sledece metode: Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola (TPC), DPPH metoda,
ABTS metoda, CUPRAC metoda i metoda odredivanja ukupne redukcione moc¢i (TRP).

Metoda zasnovana na Folin-Ciocalteau reagensu (smeSu molibdanfosfatnih i
volframofosfatnih anjona) koristi se za odredivanje 1 kvantifikovanje ukupnih fenola i bazira se
na promeni boje koja nastaje kao posledica reakcije fenola sa reagensom (Singleton i saradnici,
1999). Fenoli se u baznoj pH sredini oksiduju do hinona u prisustvu Folin-Ciocalteau reagensa
koji se redukuje, 11z zute prelazi u plavo obojenje, Ciji se intenzitet meri na 750 nm. Rezultati
se najcesSce izraZzavaju kao mg ekvivalenta galne kiseline (mg GAE) u odredenoj koli¢ini
uzorka.

DPPH metoda zasniva se na merenju apsorbancije rastvora uzorka odredene
antioksidativne aktivnosti da reaguje i “zarobi” DPPH radikal (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
(DPPH"). Delokalizacijom elektrona DPPH" je stabilan i daje ljubicastu boju, koju karakterise
apsorpcija u rastvoru na oko 520 nm. Kada je rastvor DPPH" u kontaktu sa uzorkom
(antioksidansom) koji moze donirati atom vodonika, nastaje redukovani oblik DPPH-H sa
gubitkom boje i samim tim smanjenjem ili gubitkom apsorpcije. Antioksidativna aktivnost je
izrazena u mikromolima Troloksa (kao standarda) na 100 grama uzorka (Lee i saradnici, 1998).

ABTS metoda zasniva se na dobijanju radikalnog katjona ABTS™" (2,2¢-azobis-(3-
etillbenzotiazolin-6-sulfat)) reakcijom oksidacije sa kalijum-persulfatom (K2S20s), stvarajuci
rastvor plavo-zelenkaste boje koja apsorbuje na talasnoj duzini od 734 nm. Redukcija ABTS"™
antioksidansom iz uzorka dovodi do smanjenja koncentracije katjonskog radikala i promene
boje rastvora. Stepen promene boje moze se izraziti kao procenat inhibicije ABTS™. Vrednosti
ICs0 pokazuje koncentraciju uzorka potrebnu za uklanjanje 50 % ABTS™ (Re i saradnici, 1999).

CUPRAC metoda (Cupric Reducing Antioxidant Capacity) temelji se na merenju
apsorbancije CUPRAC hromofore, helatnog kompleksa Cu(l)-neokuproin narandZasto-crvene
boje, koji se formira kao produkt redoks reakcije antioksidansa sa svetlo-plavim CUPRAC
reagensom (helatni komleks Cu(Il)-neokuproin), gde se apsorbanca belezi na talasnoj duzini od

450 nm. CUPRAC test se radi na pH koja je priblizna fizioloskoj pH vrednosti, a prednosti u
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odnosu na ostale metode su povoljniji redoks potencijal, stabilnost reagensa na prisustvo
kiseonika iz vazduha, vlaznost i suncevu svetlost, i primenjljivost na lipofilne i hidrofilne
antioksidanse. Rezultati se izraZzavaju u mg Troloksa po litru uzorka (Apak i saradnici, 2009).
Metoda ispitivanja ukupne redukcione mo¢i (TRP-Total Reducing Power) zasniva se na
sposobnosti uzorka da redukuje [Fe(CN)s]> jone do [Fe(CN)s]* jone koji reaguju sa viskom
Fe3* jona, daju¢i “Berlinsko plavo” - KFe[Fe(CN)s]. Merenjem apsorbance na 700 nm odreduje
se koli¢ina dobijenog plavog kompleksa, a samim tim i mo¢ redukcije odredenog uzorka

(Oyaizu, 1986).

1.6. Antimikrobna aktivnost ekstrakata ispitivanih liSajeva i njihovih
sekundarnih metabolita

Acetonski, metanolni i hloroformski ekstrakti lisaja R. capitata poseduju znacajnu
antimikrobnu aktivnost (Cansaran i saradnici, 2007; Houshyar i saradnici, 2014). Metanolni,
hloroformski, acetonski i vodeni ekstrakti liSaja C. rangiformis pokazali su umerenu
antibakterijsku aktivnost (Ytcel i saradnici, 2007; Brakni i saradnici, 2018; Brakni i Ali Ahmed,
2018), dok su Ac¢ikgoz i saradnici (2013) dokazali da metanolni ekstrakt poseduje i umereni
antifugalni efekat na Candida albicans. Antibakterijski i antifugalni efekat etarskog ulja liSaja
C. rangiformis je takode dokazan od strane Kahriman i saradnika (2012).

U ovom istrazivanju ispitivano je delovanje acetonskih ekstrakata liSajeva na dve Gram-
pozitivne (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis) i tri Gram-negativne bakterije (Escherichia
coli, Salmonella abony, Pseudomonas aeruginosa).

Escherichia coli spada u grupu Gram-negativnih bakterija sa fakultativnom anaerobnom
respiracijom. Ima oblik Stapi¢a duzine 1-2 pm. Vecina sojeva ima sposobnost kretanja pomocu
peritrihijalnih flagela ili cilija. Na hranljivom agaru kolonije E. coli su okruglog oblika,
sivkasto-bele boje, glatke teksture. Cesto izgledaju poput sluzi ili mutnog filma po celoj
povrsini hranljive podloge. Prirodno staniSte vecine bezopasnih bakterija ovog soja je crevni
sistem Coveka i Zivotinja, medutim neki sojevi E. coli su patogeni i mogu kontaminirati hranu
i izazvati intoksikaciju.

Staphylococcus aureus, kao i sve bakterija iz grupe stafilokoka, ima loptast oblik i
formira grozdove. Po Gramu se boji pozitivno. S. aureus spada u fakultativno anaerobne
bakterije. Poseduju kapsulu i nemaju mogucnost kretanja. Kolonije su okrugle i konveksne sa

precnikom od 1-4 mm. Zlatno-zuta boja kolonija potice od karotenoidnog pigmenta
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stafiloksantina (aureus na latinskom znaci ,,zlatno*). Vecina sojeva je patogena i izaziva
mnostvo razli¢itih infekcija i intoksikacija. Neki sojevi su rezistentni na antiobiotike.

Salmonella abony je Gram-negativna bakterija u obliku Stapica, duzine od 2-5 pum.
Pretezno su pokretne enterobakterije sa peritrihijalnim flagelama koje se nalaze po citavoj
povrsini ¢elije. S. abony takode spada u bakterije sa fakultativnom anaerobnom respiracijom.
Salmonela je poznata po svojoj sposobnosti da godinama prezivi u uslovima bez vlage, otporna
je na niskim temperaturama, ali UV svetlost i toplota ubrzavaju unistavanje. Ovaj soj bakterije
je patogen 1 moze izazvati gastrointestinalne bolesti.

Pseudomonas aeruginosa je prioritetno aerobna, mada moze biti i fakultativno
anaerobna bakterija, i po obliku spada u Stapicaste bakterije duzine od 1-5 um, koje se krec¢u
pomocu monotrihijalne flagele. Na povrSini bakterije su prisutne i fimbrije. Po Gramu se boji
negativno. Ovaj soj bakterije proizvodi pigmente piocijanin (plave boje) i pioverdin (zelene
boje), koji daju karakterisicnu plavo-zelenu boju ovoj kulturi. P. aeruginosa je sveprisutna
bakterija i predstavlja patogen soj bakterija koji ima ogroman potencijal da razvije
rezistenstnost na antibiotike.

Bacillus subtilis je Gram-pozitivna bakterija, Stapi¢astog oblika duzine 4-10 um, koja
poseduje veliki broj flagela. Mnogi sojevi proizvode spore koje im omogucavaju da toleriSu
ekstremne uslove okoline. Smatraju se strogo aerobnim, mada mogu opstati i u anaerobnim
uslovima. Prirodno staniSte ovog soja bakterija je zemljiSte i vegetacija. B. subtilis nema
patogenu osobinu, ali moZze u nekim sluCajevima izazvati intoksikaciju. Koriste se kao

biofungicidi. Dokazano je da B. subtilis proizvodi antibiotike (Jamil i saradnici, 2007).

1.7. Genotoksi¢na aktivnost ekstrakata ispitivanih liSajeva i njihovih
sekundarnih metabolita

Genotoksikologija (geneti¢ka toksikologija) predstavlja nau¢nu oblast koja se bavi
proucavanjem Stetnog uticaja raznih agenasa na proces prenosenja genetskog materijala. Glavni
cilj je otkrivanje novih agenasa tj. genotoksina koji poseduju potencijal za prouzrokovanje
ostecenja DNK ili hromozoma u germinativnim (polnim) ili somatskim (telesnim) ¢elijama
organizma, razumevanje njegovog mehanizma delovanja i procenivanje stepena rizika
izlaganja tim agensima. Ostecenja DNK u polnoj celiji mogu negativno uticati na reprodukciju
i izazvati promenu naslednih osobina (mutaciju gena), dok ostecenje DNK u somatskoj celiji
moze rezultirati somatskom mutacijom, Sto moZe dovesti do maligne transformacije

(karcinoma). Mutacije su trajno nasledno prenosive promene u genetskom materijalu.

24



Genetska oste¢enja se mogu javiti u vidu promene na DNK lancu (genetska mutacija)
koje izazivaju mutageni, strukturne promene hromatinskog materijala (hromozomska aberacija)
koje izazivaju klastogeni, i promene u broju hromozoma (aneuoploidija i poliploidija) koje
izazivaju aneugeni. Shodno tipovima genetskog ostecenja, postoje mnogi in vitro i in vivo
testovi koji se zasnivaju na detekciji genetskih mutacija, hromozomskih promena i oSte¢enja na
nivou DNK.

Mikronukleusni test omogucava odredivanje genotoksi¢nog efekta i hromozomske
nestabilnosti, koje ukljuCuju prekide, gubitke delova 1 rekombinaciju ili nerazdvajanje
hromozoma. Cilj ovog testa je detekcije prisustva mikronukleusa i odredivanje njihovih
ucestalosti u razli¢itim tipovima celija koje su izloZene hemijskim, fizickim 1 bioloSkim
mutagenima, kao i stresnim uslovima. Mikronukleusi se formiraju iz fragmenata hromozoma
ili ¢itavih hromozoma zaostalih kao posledica nepravilno popravljenih prekida DNK lanaca,
koji se tokom metafaze ili anafaze nisu integrisali u jedro jedne od ¢erki ¢elija dobijene deobom
¢elija. Prekid 1 fragmentacija hromozoma nastaje pod dejstvom klastogenih agenasa. Prisustvo
mikronukleusa obi¢no je pokazatelj genotoksicnosti 1 hromozomske nestabilnosti, dok je broj
nastalin mikronukleusa direktno proporcionalan stepenu hromozomske aberacije (Wagner i
saradnici, 2011). Mikronukleusi su Cesto prisutni u celijama karcinoma. Standardni in vitro
mikronukleusni test obi¢no se izvodi na limfocitima perifernih celija, a najéesce se koristi
metoda blokade citokineze (CBMN, cytokinesis-blocked micronucleus assay), koja ukljucuje
citohalazin B za spreCavanje citokineze (proces deobe citoplazme).

Postoji veliki broj nau¢nih publikacija koje pokazuju znaajne inhibitorne aktivnosti
ekstrakata liSajeva i njihovih izolovanih sekundarnih metabolita protiv raznih ¢elijskih kancera.
Prethodna istrazivanja pokazala su da ekstrakti lisaja C. rangiformis poseduje jaku
antitumorsku aktivnost (Bézivin i saradnici, 2003; Kotan i saradnici, 2013). Nardemir i

saradnici (2015) dokazali su snazan antimutagen efekat metanolnog ekstrakta P. horizontalis.

1.8. Uticaj ekstrakata ispitivanih liSajeva na aktivnost holinesteraze

Holinesteraza je enzim koji katalizuje hidrolizu neurotransmitera acetilholina
dobijanjem acetata i holina, i uglavnom se nalazi u neuromisichim spojnicama i sinapsama
mozga. Enzim pripada grupi serumskih proteaza i ukljucuje dve vrste: acetilholinesterazu
(nalazi se u nervnim i misicnim tkivima i u membranama crvenih krvnih zrnaca) i
pseudoholinesterazu, poznatu kao holinesterazu u plazmi ili butirilholinesterazu (nalazi se

prvenstveno u jetri). Enzim ima izuzetno visoku specifi¢nu kataliticku aktivnost.
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Tokom neurotransmisije, acetinholin se oslobada iz neurona i vezuje se za svoje
receptore prenoseci impuls. Acetilholinesteraza zaustavlja prenos impulsa brzom hidrolizom
acetilholina. Tako osloboden holin se ponovo preuzima od strane nerva i koristi za ponovnu
sintezu acetilholina. Razli¢iti fizioloski procesi uti¢u na sintezu acetilholina i time smanjuju
holinergi¢ni prenos u razli¢itim delovima mozga, S§to za posledicu ima pojavu
neurogenerativnih bolesti poput Alchajmerove bolesti, Parkinsonove bolesti i demencije
Levijevih tela. Upotrebom inhibitora holinesteraze (antiholinesteraze) blokira se normalna
razgradnja acetilholina, ¢ime se povecava njegov nivo koncentracije, aktiviraju se receptori i
produzava se delovanje acetilholina kao neurotransmitera u centralnom i perifernom nervnom
sistemu, $to sprecava napredovanje bolesti.

Inhibitori holinesteraze klasifikuju se kao reverzibilni, ireverzibilni ili pseudo-
reverzibilni. Reverzibilni inhibitori holinesteraze se obi¢no koriste u terapeutske svrhe, dok su
toksi¢ni efekti povezani sa ireverzibilnim i pseudoreverzibilnim inhibitorima 1 Cesto se koriste
kao insekticidi 1 bioloski agensi.

LiSajevi se potencijalno mogu koristiti u terapeutske svrhe kao inhibitori aktivnosti
odredenih enzima koji su odgovorni za pojavu nekih bolesti ili poremecaja (Kekuda i saradnici,
2019). U prethodnim istrazivanjima, Luo 1 saradnici (2013) otkrili su da ekstrakt liSaja C.
macilenta pokazuje visoku aktivnost inhibicije holinesteraze. Vrste liSajeva roda Ramalina kao
i izolovana usninska kiselina pokazali su efikasnu inhibiciju o i f-glukozidaze (Verma i
saradnici, 2012). Dokazano je da su tenuiorin i metil-orselinat, izolovani iz liSaja P.
leucophlebia, inhibitori 5-/15-lipoksigenaze (Ingolfsdottir i saradnici, 2002). Proksa i saradnici
(1994) pokazali su inhibitornu aktivnost atranorina, izolovanog iz liSaja Pseudevernia

furfuracea, protiv tripsina i elastaze.

1.9. Ostale bioloske aktivnosti ekstrakata ispitivanih liSajeva i njihovih
najzastupljenijih konstituenata

Na osnovu pregleda literature, u Tabeli 5 prikazane su bioloske aktivnosti ekstrakata
lisajeva R. capitata, P. horizontalis i C. rangiformis, kao i bioloska svojstva
najreprezentativnijih sekundarnih metabolita koji ulaze u sastav pomenutih vrsta. Moglo bi se
zakljuciti da se ekstrakti 1 izolovani metaboliti kao glavni nosioci bioloSkih aktivnosti liSaja,
mogu smatrati perspektivnim izvorom potencijalnih lekova sa antimikrobnim, antioksidativnim

1 citotoksi¢nim karakteristikama.
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Tabela 5. Aktivnosti ekstrakata i izolovanih komponenti ispitivanih vrsta lisajeva

Ekstrakti liSajeva/

komponente liSajeva

Bioloska aktivnost

Referenca

R. capitata acetonski ekstrakt

antimikrobna aktivnost

Cansaran i saradnici, 2007

R. capitata metanolni ekstrakt

antimikrobna aktivnost

Houshyar i saradnici, 2014

antioksidativna aktivnost

Halici i saradnici, 2011

R. capitata hloroformski
ekstrakt

antimikrobna aktivnost

Houshyar i saradnici, 2014

R. capitata etanolni ekstrakt

antioksidativna aktivnost

Halici i saradnici, 2011

R. capitata vodeni ekstrakt

antioksidativna aktivnost

Halici i saradnici, 2011

antigenotoksi¢na aktivnost

Geyikoglu i saradnici, 2007

P. horizontalis acetonski
ekstrakt

citotoksiéna aktivnost

Delebassée i sradnici, 2017

P. horizontalis metanolni
ekstrakt

antioksidativna aktivnost

Nardemir i saradnici, 2015

antimutagena aktivnost

Nardemir i saradnici, 2015

inhibicija enzima

Kinoshita i saradnici, 2006

C. rangiformis acetonski
ekstrakt

antibakterijska aktivnost

Brakni i Ali Ahmed, 2018

antioksidativna aktivnost

Mendili i saradnici, 2021

C. rangiformis etarski
ekstrakt

citotoksiéna aktivnost

Bézivin i saradnici, 2003

C. rangiformis vodeni
ekstrakt

antimikrobna aktivnost

Brakni i Ali Ahmed, 2018

C. rangiformis hloroformski
ekstrakt

antimikrobna aktivnost

Brakni i Ali Ahmed, 2018

antioksidativna aktivnost

Yicel i saradnici, 2007

citotoksi¢na aktivnost

Acikgoz 1 saradnici, 2013

C. rangiformis metanolni
ekstrakt

antimikrobna aktivnost

Brakni i Ali Ahmed, 2018

antioksidativna aktivnost

Mendili i saradnici, 2021

antimutagena aktivnost

Kotan i saradnici, 2013

citotoksi¢na aktivnost

Coskun i saradnici, 2015

antiinflamatorna aktivnost

Suleyman i saradnici, 2002

C. rangiformis cikloheksanski
ekstrakt

antifugalna aktivnost

Brakni i saradnici, 2018
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C. rangiformis

dihlormetanski ekstrakt

antibakterijska aktivnost

Brakni i saradnici, 2018

etarsko ulje C. rangiformis

antimikrobna aktivnost

Kahriman i saradnici, 2012

usninska kiselina

antikancerogena aktivnost

Backorova i saradnici, 2011

antibakterijska aktivnost

Manojlovié i saradnici, 2012°

antioksidativna aktivnost

White i saradnici, 2014

(usnic acid) : i : -
UV-protektivna aktivnost ~ Sanchez i saradnici, 2006
antivirusna aktivnost Yamamoto i saradnici, 1995
tenuiorin o ) ] o
o inhibicija enzima Salgado i saradnici, 2018
(tenuiorin)

giroforna kiselina

(gyrophoric acid)

antikancerogena aktivnost

Backorova 1 saradnici, 2011

antioksidativna aktivnost

Kosanié i saradnici, 2014°

antimikrobna aktivnost

Kosanié i saradnici, 2014°

atranorin

(atranorin)

antikancerogena aktivnost

Backorova 1 saradnici, 2011

antioksidativna aktivnost

Kosani¢ i saradnici, 20142

antimikrobna aktivnost

Kosani¢ i saradnici, 20142

protocetraricna kiselina

(protocetraric acid)

antibakterijska aktivnost

Manojlovié i saradnici, 2012°

antikancerogena aktivnost

Manojlovié i saradnici, 2012°

imunostimulatorna

aktivnost

Santos i saradnici, 2004

fumarprotocetrari¢na kiselina

(fumarprotocetraric acid)

antimikrobna aktivnost

Kosani¢ i saradnici, 20142

antikancerogena aktivnost

Kosani¢ i saradnici, 20142

antioksidantna aktivnost

Dévéhat i saradnici, 2007

imunostimulatorna

aktivnost

Santos i saradnici, 2004

rangiformna kiselina

(rangiformic acid)

antimikrobna aktivnost

Benn i saradnici, 1998

citotoksi¢na aktivnost

Benn i saradnici, 1998
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2.

EKSPERIMENTALNI DEO

2.1. Aparati

Za izradu eksperimentalnog dela koriS¢eni su sledeci aparati:

Ultrazvuéno kupatilo (UZK 8, Maget, Bela Palanka, Republika Srbija) — za pripremu
ekstrakata odabranih vrsta liSajeva;

Rotacioni vakuum upariva¢ (KNF Laboxact, Nemacka) — za uparavanje rastvaraca;
HPLC uredaj (System 1200 series, Agilent Technologies, SAD) sa DAD detektorom —
za odredivanje fenolnih jedinjenja u analiziranim ekstraktima;

GC-MS/MS uredaj (7890/7000B, Agilent Technologies, SAD) sa triplkvadrupolom
(QgQ) i Combi Pal autosemplerom — za analizu isparljivih komponenti analiziranih
ekstrakata;

ICP-OES uredaj (iCAP 6000, Thermo Scientific, Velika Britanija) — za odredivanje
sadrzaja odabranih elemenata u liSajevskom materijalu;

UV-VIS spektrofotometar (Perkin Elmer Lambda 15, SAD) - za ispitivanje
antioksidativne aktivnosti analiziranih ekstrakata;

Termostat (Raypa, Spanija) — za ispitivanje antimikrobne aktivnosti;

Konelab 20 analizator (Thermofisher Scientific, Finska) — za ispitivanje inhibicije
humane holinesteraze;

MicroMed sistem (Thermo Electron LED GmbH, Nemacka) — za dobijanje vode
viskokog stepena Cistoce (provodljivost 0,05 uS/cm).

2.2. Reagensi i rastvori

U eksperimentalnom radu kori$¢eni su navedeni reagensi i rastvori:

A X4

Aceton, HPLC ¢istoce (Sigma Aldrich, Nemacka);

Dietil-etar, HPLC cistoce (Sigma Aldrich, Nemacka);
Etil-acetat, HPLC cistoce (Sigma Aldrich, Nemacka);
Dihlormetan, HPLC ¢istoée (Sigma Aldrich, Nemacka);
Metanol, HPLC cisto¢e (Sigma Aldrich, Nemacka);
Dejonizovana voda, HPLC cistoce (Sigma Aldrich, Nemacka);

Mravlja kiselina, p.a. €isto¢e (Sigma Aldrich, Nemacka);
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HNO3, 95 % rastvor (Merck, Nemacka);

Standardi kori$¢eni za kalibracione prave kod ICP-OES metode:

o Multielementni standardni rastvor IV (Al, As, Ba, Be, B, Cd, Cr, Co, Cu, Fe, Pb,
Mn, Ni, Se, T, V, Zn) (TraceCERT, Fluka Analytical, gvajcarska);

o Multielementni standardni rastvor 111 (Ca, K, Mg, Na) (TraceCERT, Fluka
Analytical, Svajcarska);

o Standard Si (TraceCERT, Fluka Analytical, Svajcarska);

o Standard P (TraceCERT, Fluka Analytical, Svajcarska);

o Standard Hg (TraceCERT, Fluka Analytical, Svajcarska);

Folin-Ciocalteu reagens (Sigma Co. St. Louis, SAD);

Metanol, p.a. ¢istoce (Sigma Co. St. Louis, SAD);

Na>COs, 20 % rastvor (Merck, Nemacka);

Galna kiselina (Mallinckrodt, Nemacka);

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) (Sigma Co. St. Louis, SAD);

Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilnroman-2-karboksilna kiselina) (Sigma Co. St.

Louis, SAD);

K2S20g (Merck, Nemacka) ;

ABTS (2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazoline-6-sulfonska kiselina)) (Sigma Co. St. Louis,

SAD);

Amonijum acetatni pufer (NHsOCH.CHz), pH 7,0 (Merck, Nemacka);

Neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) (Merck, Nemacka);

CuCly, 0,01 M (Merck, Nemacka);

Ks[Fe(CN)s], 1 % rastvor (Merck, Nemacka);

Fosfatni pufer (NaH2PO4;— Na2HPO.), pH 6,6 (Zorka, Republika Srbija);

CCIzCOOH, 10 % rastvor (Merck, Nemacka);

FeCls, 0,1 % rastvor (Sigma Co. St. Louis, SAD);

Askorbinska kiselina (Seharlau, Nemacka);

Streptomicin (Bio-Rad, Madarska);

Hloramfenikol (Biolab, Madarska);

Mueller-Hintonov agar — hranljiva podloga (Difco Laboratories, SAD);

Sterilni mikrodiskovi pre¢nika 12 mm (Antibiotica Test Blattchen, Schleicher and

Schuell, Nemacka);
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% Amifostin VR-2721 (S-2[3-aminopropilamino]-etilfosfotioi¢na kiselina), 98 % rastvor
(Marligen-Biosciences, SAD);

% Mitomicin C (MMC) (Bristol-Myers Squibb, SAD);

% RPMI 1640 hranljiv medijum (RPMI 1640 Medium + GlutaMAX + 25 mM HEPES)
(Invitrogen-Gibco-BRL, Austrija);

% Citohalazin B (Invitrogen-Gibco-BRL, SAD);

% NaCl, 0,9 % rastvor (Merck, Austrija);

s KCI, 0,56 % rastvor (Merck, Austrija);

*» Gimza boja, 2 % rastvor (Sigma Aldrich, Nemacka);

%+ Neostigmin bromid (Sigma Co. St. Louis, SAD);

% DMSO (dimetilsulfoksid) (Sigma Aldrich, Nemacka);

%+ BUTC (butiriltioholin-jodid) (Sigma Co. St. Louis, SAD);

s DTNB (5,5°-ditiobis-(2-nitrobenzoat)) (Sigma Co. St. Louis, SAD).

2.3. LiSajevski materijali

Lisaj R. capitata sakupljen je u maju 2015. godine sa silikatne stene na Staroj planini,
na vrhu Babin Zub (nadmorska visina od 1650 m; koordinate 43°22' GS, 22°36' GD). Lisajevi
P. horizontalis i C. rangiformis sakupljeni su u septembru 2015. godine u Sumi cera (Quercus
cerris) u selu Duga poljana na obroncima Suve planine (492 m nadmorske visine; koordinate
43°11' GS, 22°04' GD). Herbarski vauderi se nalaze u Herbarijumu Departmana za biologiju i
ekologiju Prirodno-matematickog fakulteta u NiSu (Tabela 6). Identifikaciju liSaja izvrSio je
prof. dr Bojan Zlatkovi¢ sa Departmana za biologiju i ekologiju, Prirodno-matematickog
fakulteta u Nisu.
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Tabela 6. Lokacija sakupljanja lisajeva, broj deponovanog vaucera i prinos (%) acetonskog
ekstrakta (srednja vrednost * standardna devijacija SD)

Vrsta lisaja Lokalitet Podloga Brvoj Prinos ekstrakta (%o)
vaucera
R. capitata Stara _Planlna Stena CFY?HI 9374 6.4+05
(Babin zub) pescar, silikat
Podnozje cera 2401 (talus)
; : 1,2+0,1 (talus
P. horizontalis ~ Pu9apoljana  (Quercus cerris)  1ggq §
(Suva planina) na zemlji medu 0,6 = 0,05 (apotecije)
mahovinom
D i Podnozje cera
C. rangiformis uga po J?‘na (Quercus Cerris) 10889 7,605
(Suva planina) ..
na zemlji

v v s

Prikupljene vrste liSajeva, o€iS¢ene od svog domacina, suSene su na vazduhu na mestu
zasticenom od svetlosti, tokom 10 dana. Nakon suSenja, od talusa lisaja P. horizontalis
odvojena su plodonosna tela tzv. apotecije. Do pocetka eksperimentalnog rada, suv liSajevski

materijal cuvan je na tamnom mestu i sobnoj temepraturi zastiCen od vlage.
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2.4. Priprema ekstrakata

Osuseni materijali odabranih vrsta lisajeva (po 10 g) sitno su spraseni i ekstrahovani sa
po 50 ml acetona i ostavljeni na ultrazvu¢nom kupatilu 30 minuta, a zatim 5 dana na mra¢nom
mestu i sobnoj temperaturi. Ekstrakti su profiltrirani pomocu filter papira (bela traka). Suvi
ekstrakti dobijeni su uparavanjem acetona pod snizenim pritiskom pomocu rotacionog vakuum
Uparivaca, na temperaturi od 40 °C. Ektrakcija je za svaku vrstu liSajeva uradena po tri puta.
Dobijeni prinosi ekstrakcije prikazani su u Tabeli 6. Suvi acetonski ekstrakti su koris¢eni za
ispitivanje bioloskih aktivnosti.

U svrhu pripreme uzoraka za HPLC i GC-MS analizu, suvi liSajevski materijali (po 2
g) su ekstrahovani sa po 10 ml odgovarajuteg rastvaraca (aceton, dietil-etar, etil-acetat i
dihlormetan) na ultrazvu¢nom kupatilu 30 minuta, 1 ostavljeni preko no¢ina sobnoj temperaturi
1 tamnom mestu. Ekstrakti su profiltrirani pomo¢u mikrofiltera sa veli¢inom pora od 0,45 pm

u vijale za HPLC i GC-MS analizu.

2.5. HPLC analiza

HPLC analiza sa UV detekcijom primenjena je za identifikaciju komponenata
ekstrakata liSajeva. Aparat je opremljen kvaternarnom pumpom, degazatorom, autosamplerom,
termostatiranom kolonom 1 softverom Chemstation (Agilent Technologies). Analize su vrSene
na aparatu Agilent 1200 Series koris¢enjem C18 kolone (Zorbax Eclipse XDB-C18, 5 um,
4,6x150 mm). Hromatografsko razdvajanje izvrSeno je upotrebom sistema rastvaraca
metanol/dejonizovana voda/mravlja kiselina (80/20/0,2, v/v/v). Brzina protoka mobilne faze
bila je 0,5 ml/min. U kolonu je pomocu autosamplera injektovano 5 pl rastvora uzorka. Kolona
je termostatirana na temperaturi od 25 °C. Razdvojeni pikovi detektovani su primenom DAD
detektora na 254 nm, a apsorpcioni spektri komponenata snimani su u opsegu talasnih duzina
od 190 do 400 nm. Identifikacija komponenata je izvrSena komparacijom retencionih vremena
i UV spektara konstituenata sa standardima i prethodno izolovanim komponentama u

eksperimentima snimanim pod istim uslovima.

2.6. GC-MS analiza

Hemijski sastav isparljivih komponenti ekstrakata izvrseno je GC-MS metodom.
Analiza je vrSena u triplikatu koris¢enjem 7890/7000B GC-MS/MS tripl kvadrupol sistema u
MS1 sken modu (Agilent Technologies) sa kapilarnom kolonom HP-5MS (5 %
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fenilmetilsiloksan, 30 m x 0,25 mm, debljina filma 0,25 um). Za injektovanje uzorka koris¢en
je Combi PAL autosampler. Temperatura injektora i interfejsa bila je 250 i 300 °C, redom.
Temperaturni program je zapocet sa temperaturom od 70 °C tokom 2,25 minuta, povecavajuéi
linearno temperaturu do 300 °C (gradijent 5 °C u minuti), a zatim izotermalno odrZavan tokom
poslednjih 10 minuta. Nose¢i gas bio je helijum sa brzinom protoka od 1 ml/min. Zapremina
injektovanog uzorka bila je 2 pl, dok je odnos splita iznosio 5:1. Bekfles u trajanju od 1,89
minuta na 280 °C, sa pritiskom helijuma od 50 psi (3,4 bar). Uslovi za MS bili su: jonizacioni
napon od 70 eV, opseg masa 50-650, vreme skenova 0,32 sekundi.

Procentualni sastav isparljivih komponenti izracunat je na osnovu povrsine TIC pikova.
Odredivanje komponenata izvrSeno je pomocu AMDIS softvera (The Automated Mass Spectral
Deconvolution and Identification System, Ver. 2.1, DTRA/NIST, 2011) koriS¢enjem linearnih
retencionih indeksa (RI) izracunatim na osnovu retencionih vremena standardne serije n-alkana
(Cg — Ca40) snimljenim pod istim uslovima kao i uzorci. Identifikacija je izvrSena komparacijom
dobijenih RI sa podacima iz dostupnih biblioteka (NIST Chemistry WebBook) (Dool i Kratz,
1963; Stein, 1990; Adams, 2007) i uporedivanjem masenih spektara komponenata liajeva sa
literaturnim (Wiley 6, NIST02, MassFinder 2.3) (Stein, 1990). U Prilogu su dati TIC

hromatogrami ispitivanih ekstrakata i maseni spektri pojedinih komponenti liSajeva.

2.7. ICP-OES analiza

ICP-OES analiza je tehnika opticke emisione spektrometrije sa induktivno spregnutom
plazmom koju smo koristili za detekciju 20 metala (Ca, K, Mg, Na, P, Al, B, Ba, Cd, Co, Cr,
Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Pb, Si, V i Zn) u odabranim vrstama liSajeva.

U postupku pripreme uzoraka za analizu odmereno je i spraseno u avanu po 1 g suvog
lisaja, a zatim tretirano sa 30 ml koncentrovane (95 %) HNOs3 i ostavljeno 48 sati (uz povremeno
mesSanje). Uzorci su zagrevani na reSou sve do potpunog gubitka azotovih para, odnosno
dobijanja bistrog rastvora. Postupak je ponovljen sa jos 20 ml konc. HNO3. Nakon potpune
mineralizacije, dobijeni rastvori su filtrirani i dopunjeni dejonizovanom vodom do ukupne
zapremine od 50 ml.

Sva merenja su izvedena u triplikatu. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost +
standardna devijacija (SD). Pearsonova studija korelacije i hijerarhijska klaster analiza radene

su pomocu statistickog programa IBM SPSS 20 (SAD).

34



2.7.1. Karakteristike ICP spektrometra serije iCAP 6000

ICP-OES analiza je sprovedena pomocu optickog emisionog spektrometra sa
indukovano spregnutom plazmom serije iCAP 6000 (Thermo Scientific, Cambridge, UK) koji
kombinuje Echelle opticki dizajn (eSeletna resSetka i sferno ogledalo za odlicnu opticku
rezoluciju) i CID (charge injection device) detektor sa obezbedenim hladenjem kamere na -45
°C. Primenjen opseg talasne duzine je od 166,250 nm (§to omogucava odredivanje Al na
167,120 nm, a to je 1 njegova najosetljivija linija) do 847,000 nm (§to omogucava odredivanje
K na 766,490 nm i Na na 818,326 nm).

Upotrebom radiofrekventnog (RF) generatora sa iskoris¢enjem snage koja je vec¢a od 78
% 1 frekvencije od 27,12 MHz obezbedena je induktivno kuplovana plazma. Uzorci se unose
pomocu staklenog koncentriénog nebulajzera 1 staklene komore za rasprSivanje. Opseg brzine
pumpe je od 0-125 obrtaja u minuti. Pomo¢u Stand by mode-a obezbedeno je sprecavanje
oStecenja pumpe nakon gasenja plazme. Protok gasa rasprSivaca regulisan je manuelno u
intervalu od 0 do 0,4 MPa.

Pomoc¢u operativnog softvera iTEVA podeSeni su slede¢i uslovi rada: brzina
peristalticke pumpe 100 obrtaja/min, brzina pumpe za analizu 50 obrtaja/min, snaga RF
generatora 1150 W, protok gasa rasprsivaca 0,7 I/min, protok gasa rashladne tec¢nosti 12 1/min,
pomocni protok gasa 0,5 I/min, aksijalno posmatranje plazme, i vreme ispiranja od 30 s. Sistem
je konstantno u atmosferi argona ili azota. Aksijalno posmatranje plazme je za primene koje
zahtevaju nizi limit detekcije (LOD). Limit detekcije je najmanja koli¢ina analita u uzorku koja
se moze detektovati, ali ne 1 kvantifikovati.

Talasne duzine odredivanih elemenata (nm): Al — 396,152; B — 249,773; Ba — 455,403,
Ca —393,366; Cd — 214,438; Co — 228,616; Cr — 357,969; Cu — 324,754; Fe — 259,940; Hg —
184,950; K — 766,490; Mg — 279,553; Mn — 257,610; Na —589,592; Ni —231,604; P — 213,618;
Pb —220,353; Si—288,158; V — 292,402; Zn — 213,856.

2.8. Antioksidativna aktivnost acetonskih ekstrakata ispitivanih liSajeva

2.8.1. Odredivanje ,,scavening* antioksidativnog slobodno-radikalskog kapaciteta
prema DPPH radikalu

Za analizu je uzeto 1,5 ml metanolnog rastvora DPPH’ radikala (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil radikal), koncentracije 100 pmol/l, i 0,2 ml metanolnog rastvora acetonskog

ekstrakta (koncentracije 15 mg/ml), a zatim je dodat metanol do ukupne zapremine od 4 ml.
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Nakom mesanja, rastvor je ostavljen 30 minuta u mraku, a zatim je na spektrometru merena
apsorbanca na talasnoj duzini od 515 nm. Kao slepa proba koris¢en je metanol. Sve analize
radene su u triplikatu. Sveze pripremljeni rastvor DPPH ima ljubicastu boju koja nakon
redukcije prelazi u bezbojni proizvod (2,2-difenil-1-hidrazin) $to rezultira smanjenjem
apsorbancije. Kapacitet hvatanja radikala determisan je kalibracionom krivom koris¢enjem
Troloksa kao pozitivne kontrole u koncentraciji od 1 do 16 umol/l, a izrazava se u pug Troloks
ekvivalenta (TE) po mg suvog ekstrakta (ug TE/mg SE). Aktivnost hvatanja DPPH" radikala

se izrazava slede¢om jednacinom:
RSC (%) = 100 x ((Ao — A1)/Av),

gde je Ag —absorbanca kontrolnog uzorka, A1 — absorbanca rastvora u kome se nalazi ispitivani
ekstrakt liSaja, 1 izraZava se kao procenat inhibicije DPPH radikala. ICso vrednost se izrazava
kao koli¢ina ekstrakta liSaja potrebna da se smanji pocetna koncentracija DPPH za 50 %

koriS¢enjem eksponencijalne krive, 1 izraCunava se u jedinicama pg/ml.

2.8.2. Odredivanje "scavenging' antioksidativnog slobodno radikalskog kapaciteta
prema ABTS radikalu

ABTS™™ radikal (2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfat)) nastaje u reakciji
oksidacije sa kalijum persulfatom (K2S.0g), i naknadnom inkubacijom u mraku od 12 do 16
sati. Pre poCetka analize, 7 ml rastvora ABTS* radikala je rastvoreno u metanolu za dobijanje
apsorbance od 0,70 = 0,02 jednica na talasnoj duzini od 734 nm. Metanolni rastvor acetonskog
ekstrakta liSaja u zapremini od 0,05 ml, koncentracije 15 mg/ml, pomeSan je sa 1,8 ml
razblazenog rastvora ABTS ' radikala i rastvoren u metanolu do ukupne zapremine od 4 ml.
Nakon stajanja rastvora tokom 6 minuta na sobnoj temperaturi, redukcija apsorbance je merena
na 734 nm. Rezultati su izrazeni kao pg Troloks ekvivalenta po mg suvog ekstrakta (ug TE/mg

SE).

2.8.3. Odredjivanje antioksidativne aktivnosti merenjem ukupne redukcione moc¢i
(TRP metoda, total reducing power)

Metoda odredivanja ukupne redukcione moci zasniva se na sposobnosti antioksidansa
da redukuje gvozde (III) heksacijanat u gvozde (II) heksacijanat pri ¢emu dolazi do porasta
apsorbance reakcione smese na talasnoj duzini od 700 nm. Za analizu je pomeSano 0,01 ml

metanolnog rastvora acetonskog ekstrakta (koncentracije 15 mg/ml), 1 ml 1% rastvora kalijum
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heksacijanoferata, 1 ml fosfatnog pufera (pH 6,6) i 1,69 ml vode. Rastvor je ostavljen 30 minuta
na 50 °C a zatim je dodat 1 ml 10 % rastvora trihlorsiréetne kiseline i 0,6 ml 0,1 % rastvora
gvozde (III) hlorida. Kao standard koriS¢ena je askorbinska kiselina, a rezultati su izraZzeni kao

mg ekvivalenta askorbinske kiseline (AAE) po mg suvog ekstrakta (mg AAE/mg SE).

2.8.4. Odredivanje ukupnog sadrzaja fenola (TPC, total phenolic content)

Ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja odreden je koris¢enjem Folin-Ciocalteu reagensa.
Za analizu je uzeto 0,05 ml metanolnog rastvora acetonskog ekstrakta liSajeva (koncentracije
15 mg/ml) i pomesano sa 0,2 ml Folin-Ciocalteu reagensa. Nakon 60 sekundi dodato je 2 ml 20
% vodenog rastvora natrijum karbonata i rastvoreno u destilovanoj vodi do ukupne zapremine
od 7,55 ml. Rastvor je ostavljen 30 minuta na sobnoj temperaturi bez prisustva svetlosti, a zatim
je merena apsorbanca na 750 nm. Sve analize su izvedene u triplikatu. Galna kiselina je
koriS¢ena za izracunavanje standardne krive, a rezultati su izrazeni kao pg ekvivalenta galne

kiseline (GAE) po mg suvog ekstrakta (ug GAE/mg SE).

2.8.5. CUPRAC (cupric reducing antioxidant capacity) analiza

Ova metoda se zasniva na redukciji CUPRAC reagensa — helatnog kompleksa bakar (1)
neokuproina do bakar (I) neokuproina u prisustvu nekog antioksidansa. Za analizu je pomesano
0,05 ml metanolnog rastvora acetonskog ekstrakta liSaja, 1 ml amonijum acetatnog pufera (pH
7,0), 1 ml rastvora neokuproina, 1 ml rastvora bakar (I1) hlorida i dodata je destilovana voda do
ukupne zapremine od 4 ml. Dobijeni rastvor je ostavljen 30 minuta na sobnoj temperaturi a
zatim je merena apsorbanca na talasnoj duzini od 450 nm. Slepa proba je bila smeSa reagenasa
bez dodatog rastvora ekstrakta. Analize su izvedene u triplikatu. Troloks je koris¢en kao
standard a rezultati su izrazeni kao pug Troloks ekvivalenta po mg suvog ekstrakta (ug TE/mg

SE).

2.9. Odredivanje antimikrobne aktivnosti acetonskih ekstrakata ispitivanih
liSajeva
Antimikrobna aktivnost acetonskih ekstrakata odabranih vrsta liSajeva ispitivana je na
dve Gram-pozitivne (Staphylococcus aureus ATCC 6538 i Bacillus subtilis ssp. spizizenii
ATCC 6633) i tri Gram-negativne bakterije (Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella abony

NCTC 6017 i Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027). Analiza je sprovedena po propisima
Nacionalnog komiteta za klinicke laboratorijske standarde (NCCLS).
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Za odredivanje antimikrobne aktivnosti koris¢ena je disk difuziona metoda. Zapremina
od 0,1 ml bakterijske suspenzije (10 ¢elija po mililitru) dodata je u Mueller-Hinton agar,
hranljivoj podlozi za bakterije. Prema uputstvima proizvodaca, hranljiva podloga je
pripremljena i izlivena u sterilisane Petrijeve Solje u zapremini od 20 ml daju¢i visinu sloja od
4 mm. Sterilni mikrodiskovi pre¢nika 12 mm impregnisani su sa po 0,05 ml rastvora acetonskog
ekstrakta koncentracije 20 mg/ml, tako da je postignuta koncentracija od 1 mg ekstrakta po
disku. Negativne kontrole su pripremljene upotrebom acetona. Kao pozitivna kontrola koris¢eni
su standardni diskovi hloramfenikola (30 pg po disku pre¢nika 6 mm) i streptomicina (10 pg
po disku pre¢nika 6 mm). Temperatura inkubacije na ¢vstoj podlozi bila je 37 °C tokom 24 sata.
Antimikrobna aktivnost je procenjena merenjem prec¢nika zone (u milimetrima) inhibicije
protiv testiranih bakterija. Sve bakterije su potpuno neosetljive na kontrolne diskove na kojima
je nanet aceton. Antimikrobni test je izveden u triplikatu, a rezultati su izrazeni u mm zone

inhibicije kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD).

2.10. Ispitivanje uticaja acetonskih ekstrakata na formiranje mikronukleusa
u limfocitima humane krvne plazme

Uzorci koji su koris¢eni za analizu dobijeni su od 5 zdravih muskih osoba, koje nisu
bile izloZene genotoksi¢nim hemikalijama ili zracenju. Od svakog ispitanika uzeto je po dva
alikvota od 5 ml venske krvi. Studija je bila u skladu sa eti¢kim kodeksom Svetske lekarske
asocijacije (HelsinSka deklaracija iz 1964. godine, revidirana 2002. godine).

Acetonski ekstrakti liSaja (u koncentracijama od 1,0, 2,0 i 3,0 ug/ml) testirani su na in
vitro zastitni efekat na aberacije hromozoma u perifernim humanim limfocitima primenom
CBMN testa. Test se bazira na koriS¢enju citohalazina B, koji su prethodno koristili Fenech i
Morley (1993), ali sa nekim modifikacijama koje su opisane u radu od strane Stankovi¢ i
saradnika (2007). Zabelezena je frekvencija i distribucija mikronukleusa (MN) u limfocitima
humane krvne plazme. Kao pozitivna kontrola kori§¢en je amifostin VR-2721 (98 % S-2[3-
aminopropilamino]-etilfosfotioi¢na kiselina), fosforilirani derivat cisteamina, u koncentraciji
od 1 pg/ml. Alkilirajuéi agens, mitomicin C (MMC), pripremljen razredivanjem leka u
fosfatnom puferu do koncentracije od 0,1 pg/ml koriS¢en je kao negativna kontrola, koji
povecava broj MN (klastogeni efekat). Moguci klastogeni, antiklastogeni ili modulacioni efekti
ispitivanih jedinjenja utvrdeni su u odnosu na dejstvo ova dva agensa.

Sve kulture inkubirane su u termostatu na 37 °C tokom 19 sati. Tretman ispitivanih

acetonskih ekstrakta liSajeva trajao je 19 sati (izracunato vreme potrebno da se ekstrakti liSaja
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uneti u organizam metaboliSu i izlue iz organizma). Nakon ispiranja svih kultura ¢istim
medijumom, prenete su u 5 ml sveze napravljenog RPMI 1640 hranljivog medijuma (RPMI
1640 Medium + GlutaMAKS + 25 mM HEPES) i inkubirane dodatna 72 sata.

Svaka kultura sadrzala je 2x10° éelija limfocita u 5 ml RPMI 1640 hranljive podloge.
Jedan sat nakon iniciranja celijske stimulacije, ekstrakti liSaja rastvoreni u vodi dodati su
uzorcima. Ocenjena je ucestalost spontano nastalog MN u kontrolnim uzorcima.

Citohalazin B u koncentraciji od 6 pg/ml dodat je uzorcima nakon 44 h, a kulture
limfocita su se inkubirale jo§ 24 sata. Dodatkom citohalazina B, ¢elijama je blokiran ulazak u
citokinezu. Posle 72 sata, rastvor je centrifugiran (1200 obrtaja u minuti), zatim su celije isprane
sa 0,9 % NaCl, ponovo centrifugirane i tretirane hipotoni¢nim rastvorom (0,56 % KC1+ 0,9 %
NaCl, u odnosu 1:1, v/v). Suspenzija celija je fiksirana u ratvoru metanola i sircetne kiseline
(3:1) i isprana tri puta fiksatorom. Preparati su osusena na vazduhu i obojeni 2 % rastvorom
Gimza boje. Za procenu ucestalosti mikronukleusa prebrojano je 1000 dvojedarnih ¢elija po
svakom uzorku, po kriterijumima Countryman i Heddle (1976) i Fenech i Morely (1993).
Podaci za svaki tretman izrazeni su kao ucestalost mikronukleusa na 1000 dvojedinih celija.

Statisticka analiza izvrSena je pomocu softverskog paketa Origin verzije 7.0. Statisticka
znacajnost procenjena je analizom varijanse (One way ANOVA) pracena Tukey testom.
Statisticka razlika se smatrala znacajnom pri p < 0,01 i p < 0,05. Rezultati su izrazeni kao

srednja vrednost + standardna devijacija.

2.11. Ispitivanje uticaja acetonskih ekstrakata na aktivnost serumske
holinesteraze

Enzim holinesteraza katalizuje hidrolizu butiriltioholina (BuTC) do tioholina, koji
reaguje sa ditio-nitro benzoevom kiselinom (DTNB), delujuci kao hromogen §to rezultira
stvaranjem zute boje. Aktivnost je odredena spektrofotometrijski koriS¢enjem Konelab 20
analizatora sa termostatiranim ¢elijama duZine 7 mm, na talasnoj duZini od 405 nm (Stankov
Jovanovi¢ i saradnici, 2007). Ispitivanje je uradeno sa slepom probom, uzorkom i referentnim
standardom. Kao referentrni standard kori§¢en je rastvor neostigmin bromida u koncentraciji
od 200 pl/ml.

Acetonski ekstrakti rastvoreni u DMSO u koncentraciji od 11 10 mg/ml kori§¢eni su za
ispitivanje uticaja na aktivnost serumske holinesteraze. Za analizu je pomeSano 10 pl rastvora

uzorka, 10 pl humanog seruma, prethodno rastvorenog u fosfatnom puferu u odnosu 1:9 (v/v),
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1 160 pl fosfatnog pufera. Rastvor je ostavljen 10 min na 37 °C, a zatim je dodat rastvor ditio-
nitro benzoeve kiseline (10 pL). Nakon 60 sekundi, u rastvor je dodato 10 pl butiriltioholina.
Rezultati su predstavljeni kao % inhibicije ili aktivacije holinesteraze iz humane

serumske plazme:
% inhibicije/aktivacije = ((Ix — lo)/lo) x 100,

gde je lo apsorbancija reakcione smesSe bez uzorka i Ix apsorbancija u prisustvu ispitivane

supstance.
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3. REZULTATI I DISKUSIJA

3.1. HPLC analiza acetonskih, etarskih, etil-acetatnih i dihlormetanskih
ekstrakata odabarnih vrsta liSajeva

Rezultati ispitivanja hemijskog sastava acetonskih, etarskih, etil-acetatnih i
dihlormetanskih ekstrakata ispitivanih vrsta liSajeva R. capitata, P. horizontalis i C.
rangiformis, primenom HPLC metode, prikazani su u Tabelama 7 i 8. Identifikacija
komponenata postignuta je poredenjem retencionith vremena i UV spektara konstituenata sa
standardima 1 prethodno izolovanim komponentama pod identiénim eksperimentalnim
uslovima. Odabrani hromatogrami prikazani su na Slikama 9-12 i 14, dok su ostali

hromatogrami kao i UV spektri identifikovanih komponenti dati u Prilogu.
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Tabela 7. Relativna zastupljenost komponenata ekstrakata lisajeva R. capitata, P. horizontalis i C. rangiformis (izrazena kao procenat ukupne

povrSine hromatograma na 254 nm)

RC (%) PH (%) PHT (%) PHA (%) CR (%)
componenta |- EA E D | A EA E D|A EA E D| A EA E D | A EA E D
1 272 79 31 99 | - - - - - - - - - - - - - - - -
2 - - - - - - - - - - - - - - - - |05 29 15 40
3 - - - - - - - - - - - - - - - - |03 24 25 06
4 - - - - l07 13 21 02|06 11 64 06 142 10 11 01 | - - - -
5 509 682 521 694 | - - - - - - - - - - - - - - - -
6 - - - - - - - - - - - - - - - - - 21 - 04
7 - - - - |16 56 42 06 |94 874 703 930|227 32 55 10| - - - -
8 96 205 121 26 | - - - - - - - - - - - - - - - -
9 28 26 27 139 - - - - - - - - - - - - - - - -
10 - - - - |96 695 680 840 - - - - | 561 864 809 939 - - - -
11 03 06 01 40| - - - - - - - - - - - - | 972 892 951 939

RC —R. capitata, PH — P. horizontalis, PHT — P. horizontalis (talus), PHA — P. horizontalis (apotecije), CR — C. rangiformis; Ekstrakti: A — acetonski, EA —
etil-acetatni, E — etarski, D — dihlormetanski. Komponente: 1 — evernini¢na kiselina (everninic acid), 2 — atrari¢na kiselina (atraric acid), 3 —

fumarprotocetrari¢na kiselina (fumarprotocetraric acid), 4 — giroforna kiselina (gyrophoric acid), 5 — everni¢na kiselina (evernic acid), 6 — derivat
protocetrari¢ne kiseline (protocetraric acid), 7 — metil-giroforat (methyl gyrophorate), 8 — obtusinska Kiselina (obtusatic acid), 9 — usninska kiselina (usnic
acid), 10 — tenuiorin (tenuiorin), 11 — atranorin (atranorin).
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Ekstrakti lisaja R. capitata okarakterisani su najraznovrsnijim hemijskim sastavom u
pogledu klasa jedinjenja, pri cemu depsidi predstavljaju najzastupljeniju klasu identifikovanih
jedinjenja. Depsid everni¢na kiselina identifikovana je kao komponenta sa najvecim
procentnim sadrzajem u svim ekstraktima lisaja R. capitata (52,1 — 69,4 %). Depsid obtusinska
kiselina i monoaromati¢no jedinjenje evernini¢na kiselina drugi su po redu zastupljenosti u
svim ekstraktima osim dihlormetanskog. U etil-acetatnom i etarskom ekstraktu obtusinska
kiselina je prisutna u ve¢em procentu (20,5 i 12,1 %, redom) nego evernini¢na kiselina (7,9 1
3,1 %, redom), dok je kod acetonskog 1 dihlormetanskog ekstrakta sadrzaj evernini¢ne kiseline
ve¢i (27,2 1 9,9 %, redom) od obtusinske kiseline (9,6 i 2,8 %, redom). Podjednak udeo
dibenzofurana usninske kiseline (2,6 — 2,8 %) i depsida atranorina (0,1 — 0,6 %) prisutan je u
acetonskom, etil-acetatnom i etarskom ekstraktu. Sa druge strane, dihlormetanski ekstrakt
okarakterisan je ve¢im procentom atranorina (4,0 %) i usninske kiseline (13,9 %), koja ujedno

predstavlja drugu zastupljenu komponentu dihlormetanskog ekstrakta.

Tabela 8. Identifikovane komponente, njihovi apsorpcioni maksimumi UV spektra, klase i

hemijske strukture komponenata

Apsorpcioni
maksimumi Klasa .
Komponenta (nm) UV komponente Hemijska struktura
spektra

monocikli¢no
Everniniéna kiselina 220, 260, 300 aromati¢no oH
jedinjenje ~,
monocikli¢no
Atrariéna kiselina 220, 270, 305 aromati¢no ﬁk/
jedinjenje ”

/o
Fumarprotacerraricn 91,238,314 depsidon Q\ on
HO, / °

Giroforna kiselina 214, 271, 305 depsid /&L /ﬁ:ﬁ‘\o/dt
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Everni¢na kiselina 214, 269, 306 depsid /@fk /dl\
\O OH
Derivat protocetrari¢ne 511 539 315 depsidon
kiseline © on
HO' \O ) *
oH o ﬁ“\o/
Metil-giroforat 216, 271, 308 depsid /djl /@i”\o o
Obtusinska kiselina 214, 274, 303 depsid jd‘\ /ﬁj{t
\D
Usninska kiselina 220, 290, S dibenzofuran * °
325
- N 207, S 216, . . O/éf:
Tenuiorin (peltigerin) 267, 307 depsid /@f\L /dL
\D OH
Atranorin 210, 252, 312 depsid

oH o ﬁf\o/
O/ﬁjiLo
HO'

* Hemijska struktura protocetrari¢ne kiseline

Prethodna ispitivanja od strane Moreira i saradnika (2015) pokazala su da su usninska

kiselina, everni¢na kiselina, obtusinska kiselina 1 atranorin zastupljeni u mnogim vrstama roda

Ramalina. Cansaran i saradnici (2007) dokazali su prisustvo usninske kiseline u acetonskom

ekstraktu R. capitata sa udelom od 1,3 %, §to je u saglasnosti sa nagim rezultatima.
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Slika 9. HPLC hromatogram dihlormetanskog ekstrakta lisaja R. capitata

Sve identifikovane komponente ekstrakata liSaja P. horizontalis spadaju u klasu
depsidona. S obziromda je P. horizontalis ispitivan kao celokupni lisaj, i u vidu njegovih delova
— talusa i apotecija, uporedenjem rezultata hemijskog sastava moze se zakljuciti da se hemijski
sastav talusa 1 apotecija razlikuje, dok je hemijski sastav celokupnog liSaja vrlo slican sastavu

apotecija (Slika 13).
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Slika 10. HPLC hromatogram etil-acetatnog ekstrakta talusa P. horizontalis
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Kod svih ispitivanih ekstrakata identifikovano je prisustvo tridepsida giroforne kiseline
I njenog metil derivata — metil-giroforata. Sadrzaj giroforne kiseline je u svim ekstraktima
priblizan (0,1 — 2,1 %), osim kod etarskog ekstrakta talusa i acetonskog ekstrakta apotecija gde
je zastupljenost ovog depsida veca (6,4 % 1 14,2 %, redom). Dobijeni hromatogrami
analiziranih ekstrakata talusa liSaja P. horizontalis pokazuju da najintenzivniji pik pripada
metil-giroforatu (70,3 — 93,4 %), pri ¢emu je njegov sadrzaj najveci u acetonskom i
dihlormetanskom ekstraktu sa udelom od 93,4 % i 93,0 %, redom. Sa druge strane, metil-
giroforat je u ostalim ekstraktima celokupnog lisaja P. horizontalis i apotecija prisutan u znatno
manjem procentnom sadrzaju (0,6 — 5,6 %), osim u acetonskom ekstraktu apotecija gde je

relativni udeo metil-giroforata 22,7 %.
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Slika 11. HPLC hromatogram etil-acetatnog ekstrakta apotecija liSaja P. horizontalis

Najzastupljenija komponenta svih ispitivanih ekstrakata apotecija i celokupnog lisaja je
tridepsid tenuiorin. Acetonski ekstrakt celokupnog liSaja sacinjava ¢ak 96,6 %, dihlormetanski
84,0 %, etil-acetatni 69,5 % 1 etarski ekstrakt 68,0 % tenuiorina. U slucaju apotecija
zastupljenost tenuiorina u dihlormetanskom je 93,9 %, etil-acetatnom 86,4 % i etarskom
ekstraktu 80,9 %, dok je u acetonskom ekstraktu nesto manje zastupljen sa udelom od 56,1 %.

Tenuiorin nije prisutan ni u jednom od ispitivanih ekstrakata talusa.
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Slika 12. HPLC hromatogram etil-acetatnog ekstrakta celokupnog lisaja P. horizontalis
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Slika 13. Sadrzaj sekundarnih metabolita u ispitivanim ekstraktima lisaja P. horizontalis.
(PH — celokupni lisaj, PHT — talus, PHA — apotecije; A — acetonski ekstrakt, EA — etil-acetatni
ekstrakt, E — etarski ekstrakt, D — dihlormetanski ekstrakt)
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Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa prethodnim izvestajem o hemijskom sastavu liSaja
P. horizontalis, u kojem je liSaj okarakterisan prisustvom tenuiorina, metil-giroforata i
giroforne kiseline (Benesperi i Tretiach, 2004).

Ispitivani ekstrakti liSaja C. rangiformis sastoje se od depsida atranorina koji je kao
glavna komponenta zastupljen u znacajnom procentu (89,2 — 97,2 %). Manje zastupljene
komponente su monoaromati¢na lisajevska kiselina, atrari¢na kiselina, koja je u uzorcima
prisutna sa 0,5 do 4,0 %, i depsidon fumarprotocetrari¢na kiselina (0,3 do 2,5 %). Na osnovu
UV spektra, identifikovano je prisustvo derivata protocetraricne kiseline koji je zastupljen
jedino u etil-acetatnom (2,1 %) i dihlormetanskom (0,4 %) ekstraktu liSaja C. rangiformis.

Prethodna istrazivanja Pino-Bodasa i saradnika (2017) pokazuju da su atranorin (kao
glavna komponenta), fumarprotocetrari¢na kiselina i protocetrari¢na kiselina metaboliti prisutni
u acetonskom ekstraktu lisaja C. rangiformis. Huneck i saradnici (2004) dokazali su prisustvo
rangiformne i norrangiformne kiseline, medutim, ove alifati¢ne kiseline ne apsorbuju u UV

oblasti, tako da se pomo¢u HPLC metode ne mogu detektovati.
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Slika 14. HPLC hromatogram etil-acetatnog ekstrakta lisaja C. rangiformis
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3.2. GC-MS analiza acetonskih, etarskih, etil-acetatnih i dihlormetanskih
ekstrakata odabarnih vrsta liSajeva

Rezultati ispitivanja hemijskog sastava isparljivih komponenti acetonskih, etarskih, etil-
acetatnih i dihlormetanskih ekstrakata ispitivanih vrsta liSajeva R. capitata, P. horizontalis i C.
rangiformis, prikazani su u Tabelama 9 i 10. Identifikacija je izvrSena komparacijom
eksperimentalnih retencionih indeksa sa literaturnim i uporedivanjem masenih spektara
komponenata liSajeva sa masenim spektrima biblioteka. Odabrani TIC hromatogrami prikazani
su na Slikama 15, 17-19 i 22, dok su ostali hromatogrami ispitivanih ekstrakata i maseni spektri

pojedinih komponenti liSajeva predstavljeni u Prilogu.
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Tabela 9. Relativna zastupljenost isparljivih komponenti ekstrakata lisajeva R. capitata, P. horizontalis i C. rangiformis

RC (%) PH (%) PHT (%) PHA (%) CR (%)
Komponenta AL EA E DHM A EA E DHM A EA E DHM A EA E DHM A EA E DHM
1 283 76 116 48 189 70 139 48 226 21,8 235 228 22,7 218 174 216 - tr tr tr
2 209 16,7 258 119 171 173 262 3,1 240 194 185 170 18,1 19,3 225 158 tr tr 0,3 tr
3 - 24 34 04 - - - - - - - - - - - - - - - -
4 - 01 01 02 - - - - - - - - - - - - 04 tr 25 06
5 - 01 tr 02 13 04 14 tr 04 tr 38 tr 04 04 35 01 tr tr 0,2 tr
6 - 01 - 0,2 tr - tr - - - - tr tr - - - 106 43 79 91
7 53 tr tr 0,1 tr - - 06 03 tr - 13 06 tr - 1,3 - - - -
8 - tr - tr 48,1 53,3 36,3 64,3 46,1 452 16 51,7 524 459 3,7 550 - tr tr 0,1
9 - 10 38 - - 29 22 - - tr - - - tr 37 - - - - 0,1
10 - 337 247 222 - - - 141 - - - - - - - - - - - -
11 - 04 tr 02 14 04 05 tr 43 90 506 06 06 72 459 10 @ tr - - tr
12 - 06 01 16 tr tr 05 tr 02 06 - tr tr 15 - tr 194 19,2 135 298
13 - 09 19 tr - 16 19 03 - tr - - - 02 - - - - - -
14 - - - - - - - - - - - - - - - - - 12 05 06
15 - 71 102 90 - - - 0,3 - - - - - - - - - - -
16 - 18 97 10 - - - - - - - - - - - - - - - tr
17 - 104 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
18 4,7 - - 0,1 - - - - - - - - - - - - - - - -
19 - 04 tr 1,0 - - - - - - - - - - - - - tr - tr
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20 159 01 - 02 - - = o oL

21 - 01 - 02 - - - - - - - - - - - - -
22 67 - - - - - - - - - - - - - - -
23 - 07 - 27 - - - - - - - - - - A
24 - 11 - 41 - - - - - - - - - - - - -
25 - 01 - 02 - - - - - - - - - - A
26 - ol 01 07 - 05 49 03 - - - - - - - - - -
27 - - - 04 - 02 24 02 - - - - - - - - - -
28 - - - 01 - - 22 tr - - - - - - - - - -
29 - - - 01 - - 14 tr - - - - - - - - - -
30 - - - 01 - - 14 tr - - - - - - - - - -
31 - - - - - - - - - - - - 666 730 738 585
32 -0l - tr - - - - - - - - - - - - -
33 - - - 01 - - 11 tr - - - - - - - - - -
34 - 82 44 258 - - - - - - - - - - - - -
35 - 06 01 08 38 23 - 16 tr tr - 07 23 - - tr - tr - -
36 - 12 04 14 46 67 - 36 tr tr - 16 27 - - tr - tr - 01
37 - 03 - 04 - - - - - - - - - - - - -

Ukupno 81,8 955 96,3 90,1 952 926 96,3 932 979 960 98,0 957 99,8 96,3 96,7 94,8 97,0 97,7 98,7 98,9

RC —R. capitata, PH — P. horizontalis, PHT — P. horizontalis (talus), PHA — P. horizontalis (apotecije), CR — C. rangiformis; Ekstrakti: A — acetonski, EA — etil-
acetatni, E — etarski, DHM — dihlormetanski; tr — sadrZzaj manji od 0,1 %.
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Tabela 10. Identifikovane isparljive komponente u ispitivanim ekstraktima liSajeva R.

capitata, P. horizontalis i C. rangiformis

RB Jedinjenje Sinonim RI RL Hemijska struktura
1 3-Metoksi-5- Orcinol-monometil- 1319 1317°
metilfenol etar
HO 0/
OH
1,3-Dihidroksi-5- .
) Orcinol 1370  1369°
metilbenzen
OH
3-Metoksi-2,5- p-Orcinol- 1377
dimetilfenol monometil-etar )
o

1,3-dihidroksi-4,5- Orcinol 1418  1419°
dimetilbenzen /
OH

5 n-Dodekanol Lauril-alkohol 1472  1474° PV e Ve VAV

o

2,6-Dihidroksi-4- i Ny
metilbenzaldehid Atranol 1550 1549 /@\/\
OH

Metil-2-hidroksi-4-
7 metoksi-6- Sparasol 1589  1590° o
metilbenzoat ~

Metil-2,4-
8 dihidroksi-6- Metil-orselinat 1662  1661° o
metilbenzoat
HO

Metil-2-hidroksi-4-
9 metoksi-3,6- - 1670 - o
dimetilbenzoat ~,

2-Hidroksi-4- [
10 metoksi-6-metil Evernini¢na kiselina 1680 1685¢ oH
benzoeva kiselina ~
11 n-Dodecil-akrilat Lauril-akrilat 1688 - )k/
. OH (o] .
Metil-2,4-
12 dihidroksi-3,6- Atrari¢na kiselina 1709 1706° o

dimetilbenzoat

HO
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Etil-2,4-dihidroksi-

0 . i P
13 6-metilbenzoat Etil-orselinat 1735 o
HO OH
OH o)
Etil-3-formil-2,4-
14 dihidroksi-6- Etil-hematomat 1752  1752° o o N
metilbenzoat
HO
OH Q
2,4_-D|h_|drok3|-3,6- 3-Metilorselinska
15 dimetilbenzoeva - 1760 - OH
L kiselina
kiselina
HO
OH 0
16 duh:\c?reot:suzgs 6- Metil-3,5,6- 1768 1765 o
L " trimetilrezorcilat
trimetilbenzoat HO
OH (o]
2-Hidroksi-4-
metoksi-3,5,6- OH
17 . . - 1778 -
trimetilbenzoeva ~
kiselina °
Metil- : . . i
18 heksadekanoat Metil-palmitat 1922 1921 /\/\/\/\/\/\/\J\o/
o]
1o rHeksadekanska o e Kiselina 1958 1958°
kiselina o
Metil-(Z,2)-9,12- . . [
20 oktadekadienoat Metil-linoleat 2092 2095 /\/V:\M\/\)LG/
Metil-(2)-9- . A i
21 oktadekanoat Metil-oleat 2098 2094 WWWV\/\)J\D/
Metil-(Z,Z,2)- 9
22 9,12,15- Metil-linolenat 2100  2100f o P
oktadekatrienoat o
(2,2)-9,12- 0
23 Oktadekadienska Linolna kiselina 2130 2128? /V\/=V=VV\/\J\
kiselina ¢
gq (OySOKadekaNska o kiselina 2140 2141 OOV
kiselina — oH
[4]
25 n-Okt_ade_kanska Stearinska kiselina 2158  2159°
kiselina »
26 Butil- Butil-palmitat 2183 0
heksadekanoat P ) /\/\/\/\/\/\/\)LD/\/\
27  Butil-oktadekanoat Butil-stearat 2383 - /\/V\/\/V\/\/\)LO NN
28 n-Tetrakozan - 2400 2400° ANANAUNAUUAUNAUAUAUNUN
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29

n-Pentakozan

2500

iUV AVAVANAVAVAVAVAVAVAVAVAN

30

n-Heksakozan

2600

31

(2S)-2-[(2S)-1-
Metoksi-1-
oksoheksadekan-2-
il]Jbutandionska
kiselina

Rangiformna kiselina

2647

32

1-(7-Acetil-4,6-
dihidroksi-3,5-
dimetil-2-
benzofuranil)-2,4-
pentandion

Dekarbousninska
kiselina

2676

2671°

33

n-Heptakozan

2700

34

2,6-Diacetil-3,7,9-
trihidroksi-8,9b-
dimetil-
9b-dibenzofuran-1-
on

Usninska kiselina

2740

2738°

35

Sterol 1
(derivat
ergosterola)

2823

36

Sterol 2
(derivat
ergosterola)

2873

37

Sterol 3
(derivat
ergosterola)

2956

RI — eksperimentalni retencioni indeksi odredeni u odnosu na alkane Cg — Cao; RL — literaturni
retencioni indeks; a — Stojanovi¢ i saradnici (2011); b — Mitrovi¢ i saradnici (2014); ¢ — Heinrich i

saradnici (2002); d — Stojanovic i saradnici (2018); e — Adams (2007); f — Zhao i saradnici (2009); g —
Mitrovi¢ i saradnici (2015); * hemijska struktura ergosterola.

Sterol 1 MS, 70 eV, m/z (rel. int.): 363 (100 %), 69 (43 %), 143 (33 %), 337 (32 %), 145 (31 %), 364
(28 %), 211 (23 %), 55 (23 %), 119 (21 %), 157 (21 %);

Sterol 2 MS, 70 eV, m/z (rel. int.): 253 (100 %), 199 (40 %), 254 (20 %), 69 (19 %), 378 (16 %), 157
(14 %), 159 (12 %), 145 (11 %), 238 (11 %), 55 (10 %);

Sterol 3 MS, 70 eV, m/z (rel. int.): 380 (100 %), 81 (92 %), 69 (73 %), 255 (73 %), 145 (58 %), 105
(58 %), 55 (46 %), 133 (45 %), 91 (43 %), 107 (42 %).
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Analiza hemijskog sastava isparljivih komponenti pokazala je da su evernini¢na
kiselina, orcinol, orcinol-monometil-etar, 3-metilorselinska kiselina i usninska kiselina glavne
lisajevske supstance prisutne u etil-acetatnom, etarskom i dihlormetanskom ekstraktu lisaja R.
capitata. Evernini¢na kiselina i orcinol, najzastupljeniji monoaromati¢ni derivati, prisutni u
etarskom (24,7 i 25,8 %, redom) i etil-acetatnom (33,7 i 16,7 %, redom) ekstraktu, zajedno
sacinjavaju polovinu isparljivih sastojaka analiziranog ekstrakta. Manje koli¢ine evernini¢ne
kiseline 1 orcinola (22,2 i 11,9 %, redom) zastupljene su u dihlormetanskom ekstraktu, ¢ija je
najdominantnija komponenta usninska kiselina sa udelom od 25,8 %. Ovaj dibenzofuran ulazi
u sastav i etarskog i etil-acetatnog ekstrakta sa procentnim sadrzajem od 4,4 % i 8,2 %, redom.
Sadrzaj ostalih monoaromati¢nih komponenti, u etil-acetatnom, etarskom i dihlormetanskom
esktraktu, su u opsegu od 4,8 % do 11,6 % (za orcinol-monometil-etar) i 7,1 % do 10,2 % (za
3-metilorselinsku Kkiselinu). Za razliku od ostalih ispitivanih, acetonski ekstrakt je okarakterisan
velikim sadrzajem orcinola i njegovog monometil-etra (20,9 128,3 %, redom), dok evernini¢na,
usninska i 3-metilorselinska kiselina nisu identifikovane. Iako evernini¢na kiselina nije sastavni
deo acetonskog ekstrakta, njen derivat (sparasol) je prisutan sa udelom od 5,3 %.

Jedinjenje 2-hidroksi-4-metoksi-3,5,6-trimetilbenzoeva kiselina predstavlja znacajnu
komponentu etil-acetatnog ekstrakta (10,4 %), ali ne ulazi u sastav ostalih ekstrakata. U
etarskom ekstraktu identifikovano je prisustvo metil-3,5,6-trimetilrezorcilata sa udelom od 9,7
%, dok je u ostalim ekstraktima ova komponenta zastupljena u malim procentima (do 1,8 %).

Osim orcinola i njegovih derivata kao dominantnih metabolita, etil-acetatni, etarski i
dihlormetanski ekstrakt lisaja R. capitata takode sadrze, u manjim koli¢inama, S-orcinol (0,1

%) i njegov derivat g-orcinol-monometil-etar (0,4 — 3,4 %).
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Slika 15. GC-MS hromatogram etil-acetatnog ekstrakta lisaja R. capitata
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Uobicajene masne Kiseline (palmitinska, linoleinska, oleinska i stearinska kiselina)
prisutne su u malim koli¢inama u etil-acetatnom i dihlormetasnkom ekstraktu, dok su metil-
estri ovih masnih kiselina zastupljeni u acetonskom ekstraktu u znac¢ajnim koli¢inama — metil-
palmitat (4,7 %), metil-linoleat (15,9 %) i metil-linolenat (6,7 %). Steroli su identifikovani u
etil-acetatnom, etarskom i dihlormetanskom ekstraktu (0,1 — 1,4 %).

Tokom GC-MS analize, dolazi do degradacionog procesa everni¢ne kiseline (Schulz i
Albroscheit, 1989) gde u prvom koraku nastaje orselinska kiselina i evernini¢na kiselina, a
nakon dekarboksilacije, orcinol i orcinol-monometil-etar (Slika 16). Kako je evernini¢na
kiselina identifikovana i HPLC metodom, moze se pretpostaviti da je ovaj metabolit sastavni
deo lisaja R. capitata a ne degradacioni proizvod everni¢ne kiseline, koja predstavlja glavnu

komponentu svih ispitivanih ekstrakata identifikovanin HPLC analizom.

ey

evernicna kiselina

OH s} OH 0
HO \o

orselinska kiselina everninicna kiselina
OH OH
HO” i ~ \o/é\
orcinol orcinol-monometil-etar

Slika 16. Degradacioni proces everni¢ne kiseline tokom GC-MS analize
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Prethodnim istrazivanjem, evernini¢na kiselina identifikovana je GC-MS analizom u
etarskom i etil-acetatnom ekstraktu lisaja Evernia prunastri (Stojanovié i saradnici, 2018). U
lisaju Umbilicaria crustulosa detektovan je orcinol sa 82,1 % zastupljenosti (Zlatanovi¢, 2019).
U hemijski sastav isparljivih komponenti lisaja Evernia prunastri ulaze usninska kiselina (11,4
%), orcinol (25,0 %) i orcinol-monometil-etar (5,7 %), dok je u liSaju Parmelia sulcata
dokazano prisustvo masnih kiselina i sterola GC-MS analizom (Stojanovi¢ i saradnici, 2011).

Rezultati GC-MS analize pokazuju da je hemijski sastav isparljivin komponenti
ispitivanih ekstrakata liSaja P. horizontalis veoma sli¢an, sa izuzetkom dihlormetanskog
ekstrakta celokupnog liSaja. Metil-orselinat je najzastupljenija komponenta svih isptivanih
ekstrakata (36,3 — 64,3 %), osim etarskih ekstrakata talusa i apotecija kod kojih je glavna
komponenta dodecil-akrilat (50,6 % za talus 1 45,9 % za apotecije). Znacajna koli¢ina dodecil-
akrilata prisutna je u acetonskom (4,3 %) i etil-acetatnom (9,0 %) ekstraktu talusa i etil-
acetatnom ekstraktu apotecija (7,2 %). Dihlormetanski ekstrakt celokupnog liaja okarakterisan
je prisustvom evernini¢ne kiseline sa 14,1 % zastupljenosti, dok u ostalim ekstraktima nije

prisutan, ¢ak ni u tragovima, $to ga €ini razli¢itim od svih ostalih ekstrakata.
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Slika 17. GC-MS hromatogram dihlormetanskog ekstrakta celokupnog lisaja P.

horizontalis

Orcinol i orcinol-monometil-etar prisutni u svim ekstraktima liSaja P. horizontalis,
zajedno sainjavaju i do skoro polovine od ukupne identifikovane koli¢ine, sa opsegom od 15,8
% do 26,2 % za orcinol i 7,0 do 23,5 % za orcinol-monometil-etar. Jedini izuzetak je
dihlormetanski ekstrakt celokupnog lisaja gde su orcinol i orcinol-monometil-etar zastupljeni

sa samo 3,1 % i 4,8 %, redom. U znatno malim procentima (ili tragovima) zastupljeni su i
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sledec¢i metaboliti: lauril-alkohol, sparasol, atrari¢na kiselina, etil-orselinat i metil-2-hidroksi-

4-metoksi-3,6-dimetilbenzoat.
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Slika 18. GC-MS hromatogram etil-acetatnog ekstrakta talusa lisaja P. horizontalis

lako prisustvo masnih Kiselina nije identifikovano, butil estri palmitinske i stearinske
kiseline su sastavni delovi etil-acetatnog, etarskog i dihlormetanskog ekstrakta celokupnog
lisaja P. horizontalis sa udelom od 0,3 % do 4,9 % (za butil-palmitat) i 0,2 % do 2,4 % (za butil-
stearat). Takode, etarski ekstrakt celokupnog lisaja okarakterisan je prisustvom n-alkana (1,1 —
2,2 %). Steroli su identifikovani u svim acetonskim, etil-acetatnim i dihlormetanskim

ekstraktima sa udelom do 6,7 %, s tim §to su najzastupljeniji u ekstraktima celokupnog lisaja.
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Slika 19. GC-MS hromatogram etil-acetatnog ekstrakta apotecija lisaja P. horizontalis
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Steroli prisutni u liSajevima R. capitata i P. horizontalis verovatno su integralne
komponente, jer su ove vrste sakupljene sa stene i zemljista, tako da se moze iskljuciti
moguénost prelaska jedinjenja sa drveta na liaj (Joulain i Tabacchi, 2009°).

Termalnom degradacijom giroforne kiseline (Slika 20) tokom GC-MS analize, dolazi
do stvaranja orselinske kiseline (Culberson, 1969), koja daljom dekarboksilacijom prelazi u
orcinol. Uzimajuéi u obzir da je jedna od glavnih komponenata HPLC analize ekstrakata liSaja
P. horizontalis metil-giroforat, mozemo zakljuciti da je glavna komponenta GC-MS analize,
metil-orselinat, monoaromati¢ni proizvod nastao u procesu termalne razgradnje metil-

giroforata.
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Slika 20. Degradacija giroforne kiseline tokom GC-MS analize
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Po istom principu, od tenuiorina (Slika 21), kao najdominatnijeg metabolita ispitivanih
ekstrakata apotecija i celokupnog lisaja P. horizontalis, nastaje metil-orselinat zajedno sa etil-

orselinatom (Ingdlfsdattir i sardnici, 1985).

OH Q
0 /@E‘\O OH
o]
tenuiorin
\O OH
OH 0 0
/ﬁko/ + /EILO/\
HO HO OH

metil-orselinat etil-orselinat

Slika 21. Degradacija tenuiorina tokom GC-MS analize

Metil-orselinat je prethodno identifikovan u lisaju P. leucophlebia, od strane
Ingdlfsdottir i saradnika (2002). Ne postoje podaci o identifikaciji dodecil-akrilata u isparljivim
komponentama liSajeva, medutim ulazi u sastav mnogih biljnih vrsta. Izolovan je iz etarskog
ulja biljke Gynura cusimbua (Rana i Blazquez, 2007) i iz cveta bele ruze Rosa rugosa (Joo i
saradnici, 2010). S obzirom da se dodecil-akrilat koristi za proizvodnju polimera, lepkova i
plastike, u nasim uzorcima je mogao dospeti u toku pripreme uzorka za analizu, medutim, ova
komponenta je predstavljena zato §to su i ostali uzorci podvrgnuti istom procesu pripreme ali u
pojedinim nije identifikovana. Na osnovu dosadasnjih literaturnih istraZivanja, nema podataka
o ispitivanju isparljivih komponenti lisaja P. horizontalis, tako da je ova analiza hemijskog
sastava isparljivih metabolita, koris¢enjem GC-MS metode, radena po prvi put.

Na hromatogramima ispitivanih ekstrakata lisaja C. rangiformis najintenzivniji pik

pripada rangiformnoj kiselini, koja sacinjava 58,5 % — 73,8 % ukupnog hemijskog sastava
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isparljivih komponenti. Atrari¢na kiselina je druga po zastupljenosti u svim ispitivanim
ekstraktima, pri ¢emu je u etarskom ekstraktu ima najmanje sa 13,5 % dok je u najveéem
procentu zastupljena u dihlormetanskom ekstraktu sa 29,8 %. U svim uzorcima liSaja C.
rangiformis detektovan je atranol u zna¢ajnim koli¢inama (4,3 — 10,6 %), pracen S-orcinolom

I etil-hematomatom sa veoma malim procentnim sadrzajem (do 2,5 % i 1,2 %, redom).

%107 |+EI TIC Scan V1 EtAc D
28 31
26
24
22
-
L
S 1sd
.
= 164
B 144
2 12
E 1.2
Q 14
=4
02
06
04 6
02 14 Jl(
0 l ) I

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

6 7 6 9 101112 13 15 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 25 27 28 29 30 31 32 33 34 35 35 37 33 39 40 41 42 43 44 45 45 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57
Vreme (min)

Slika 22. GC-MS hromatogram etil-acetatnog ekstrakta lisaja C. rangiformis

HPLC analiza je pokazala prisustvo atranorina sa vise od 89,2 % zastupljenosti u
ckstraktima lisaja C. rangiformis. Degradacijom prisutnog atranorina (tokom GC-MS analize)
nastaju atrari¢na kiselina i hematomic¢na kiselina ¢ijom dekarboksilacijom nastaje atranol (Slika
23) (Stojanovic i saradnici, 2011). Uzimajuci u obzir da je atrari¢na kiselina identifikovana i u
uzorcima HPLC metodom, zakljucujemo da je atranol produkt razgradnje atranorina.

Prethodna istrazivanja pokazala su prisustvo rangiformne kiseline u liSaju C.
rangifromis (Huneck i saradnici, 2004). Pino-Bodas i saradnici (2017) ispitivali su hemijski
sastav isparljivih komponenti GC-MS metodom, i dokazali prisustvo masnih kiselina i njihovih
estra, atrari¢nu kiselinu, fitol i orcinolaldehid u lisaju C. rangiformis, sto je delimi¢no u skladu

sa naSim rezultatima.
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Slika 23. Razgradnja atranorina tokom GC-MS analize

3.3. ICP-OES analiza

Pomocu ICP-OES tehnike analiziran je sadrzaj 5 makroelemenata (Ca, K, Mg, Na i P)
i 15 mikroelemenata (Al, B, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Pb, Si, V i Zn) u odabranim

vrstama liSajeva, a rezultati su dati u Tabelama 111 12.
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Tabela 11. Sadrzaj makroelemenata u analiziranim vrstama liSajeva. Rezultati su prikazani kao

srednja vrednost (mg/kg) + standardna devijacija

Uzorak
Element R. capitata P. horizontalis C. rangiformis
Ca 3152 + 23 3220+ 34 2223 £ 26
K 1199 £ 13 6458 + 88 1489 + 18
Mg 612 +7 1419 £ 10 746 + 2
Na 7,7+0,2 4,71 £0,03 3,66 + 0,03
P 616 + 3 2063 + 32 1020 £ 21
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Slika 24. Sadrzaj makroelemenata (Ca, K, Mg, Na i P) u ispitivanim vrstama lisajeva

Najzastupljeniji elementi u svim ispitivanim uzorcima su Ca i K, dok je Na prisutan u
najmanjim koli¢inama (Slika 24). Prema rezultatima, redosled sadrzaja makroelemenata u
odabranim vrstama lisajeva je Ca > K > P > Mg > Na, sa izuzetkom u sadrzaju K, koji je u
lisaju P. horizontalis prisutan u vecoj koli¢ini od Ca, a ujedno je i element sa najveCom
koli¢inom od svih ispitivanih elemenata (6458 + 88 mg/kg). Sadrzaj K je za oko 5 puta manji

u frutikoznim liSajevima R. capitata i C. rangiformis, nego u folioznom tipu lisaja P.
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horizontalis. Kalcijum je u lisaju C. rangiformis prisutan u koli¢ini manjoj za tre¢inu nego u

lisajevima R. capitata i P. horizontalis. Zastupljenost K, Mg i P prisutnih u lisajevima je P.

horizontalis > C. rangiformis > R. capitata. Sadrzaj makroelementa Mg i P je dva puta veéi u

lisaju P. horizontalis nego u C. rangiformis, dok je u liSaju R. capitata koli¢ina Mg i P 2,3,

odnosno, 3,3 puta manja (redom) u odnosu na P. horizontalis. Lisaj R. capitata sadrzi istu

koli¢inu Mg i P, 1 ima najveéi sadrzaj Na, ¢ija se zastupljenost u liSajevima kreée se od 3,66 do

7,7 mg/kg. Mozemo zakljuciti da foliozni tip liSaja P. horizontalis ima veci sadrzaj svih

makroelemenata (osim Na) u odnosu na frutikozne vrste liSajeva.

Tabela 12. Sadrzaj mikroelemenata u analiziranim vrstama liSajeva. Rezultati su prikazani kao

srednja vrednost (mg/kg) + standardna devijacija

Uzorak

Element R. capitata P. horizontalis C. rangiformis
Al 1665+ 8 2627 £ 13 2103 £ 11
B 4,16 + 0,09 9,5+0,6 58+0,1
Ba 10,87 + 0,02 83,8 +0,8 32,5+0,2
Cd 0,444 + 0,001 0,56 + 0,013 0,405 = 0,008
Co 0,663 + 0,026 0,249 + 0,002 0,116 + 0,001
Cr 4,27 + 0,07 5,77 + 0,09 4,18 + 0,08
Cu 10,04 + 0,02 17,1+0,8 8,29 + 0,06
Fe 2089 + 8 3413 + 35 2358 £ 11
Hg 0,423 +£ 0,047 - -
Mn 37,74 £ 0,05 729 +12 252+ 2
Ni 2,66 + 0,05 7,87 +0,08 3,71+ 0,08
Pb 18,10 + 0,07 7,02 + 0,09 3,12 + 0,07
Si 94,3+0,3 17,3+0,1 24,7+0,2
\% 4,70 £ 0,02 7,76 + 0,08 5,34 + 0,05
Zn 37,2+0,2 37,2+0,8 24,8 +0,2

Medu analiziranim mikroelementima, Fe i Al su najzastupljeniji u ispitivanim vrstama

liSajeva (Slika 25), sa koli¢inom koja je u opsegu od 2089 do 3413 mg/kg za Fe i od 1665 do

2627 mg/kg za Al, pri ¢emu je prisustvo najvece u lisaju P. horizontalis a najmanje u R.

capitata. Mangan je oko 20 puta manje zastupljen u R. capitata, odnosno 3 puta manje prisutan
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u C. rangiformis, u odnosu na lisaj P. horizontalis, Sto ga svrstava u element sa najveCom
varijacijom sadrzaja u ispitivanim liSajevima. Sadrzaj pojedinih elemenata je prilicno
uniforman: Cd (0,405 — 0,56 mg/kg) i Cr (4,18 — 5,77 mg/kg); ili se njihov sadrzaj u liSajevima
razlikuje za oko dva ili manje od dva puta: B (4,16 — 9,5 mg/kg), Cu (8,29 — 17,1 mg/kg), Ni
(2,66 — 7,87 mg/kg), V (4,7 — 7,76 mg/kg) i Zn (24,8 — 37,2 mg/kg). Foliozni tip lisaja P.
horizontalis ima najveéi sadrzaj mikroelemenata, izuzev Co, Pb i Si, ¢iji je sadrZaj najveéi u
lisaju R. capitata, dok je njihova zastupljenost u drugim liSajevima znatno manja (i do 6 puta).
Prisustvo najveéeg sadrzaja Si u R. capitata je oc¢ekivano, s obzirom da je li$aj prikupljen sa
silikatne stene. Ziva je detektovana samo u lisaju R. capitata (0,42 mg/kg), §to se potencijalno
moze objasniti ¢injenicom da je ova vrsta liSaja sakupljena sa lokaliteta (Stara planina) koji je
drugaciji u odnosu na ostale vrste (Suva planina). Mikroelementi As, Se, Be 1 Tl nisu
detektovani ni u jednoj ispitivanoj vrsti liSaja.

Akumulacija metala iz atmosfere zavisi od morfologije liSaja: §to je veca njegova
povrsina talusa veca je 1 sposobnost akumulacije (Aslan 1 saradnici, 2004). S obzirom da je P.
horizontalis jedini foliozni tip od ispitivanih vrsta liSajeva, o¢ekuje se i prisustvo najveceg
sadrzaja metala. Ne postoji pravilnost u zastupljenosti makro i mikroelemenata u uzorcima
frutikoznih liSajeva koji rastu na steni (R. capitata) ili zemljistu (C. rangiformis).

Aslan i saradnici (2004) ispitivali su sadrzaj K, Ca, Ti, Fe, Sr i Ba u liSaju R. capitata
koji raste u Turskoj. Rezultati su pokazali da je zastupljenost elemenata u ispitivanom lisSaju K

> Ca > Fe > Ti, dok Sr i Ba nisu detektovani, $to nije u saglasnosti sa naSim rezultatima.

65



3500

3000
2500
& 2000
S~
oo
S 1500
1000
o _L
a) Al Fe Mn
B R. capitata ™ P. horizontalis ™ C. rangiformis
100
90
80
70
60
2
> 50
€
40
30
20
° db __-i LL §h
O r__d
b) B Ba Cd Co Cr Cu Hg Ni Pb Si Vv Zn

Slika 25 (a, b). Sadrzaj mikroelemenata (Al, B, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Pb, Si, V

1Zn) u ispitivanim vrstama liSajeva

3.4. Antioksidativna aktivnost

Odredivanje antioksidativne aktivnosti acetonskih ekstrakata lisajeva R. capitata, P.
horizontalis i C. rangiformis vrseno je slede¢im metodama: DPPH metoda, ABTS metoda,
odredivanje sadrzaja ukupnih fenola (TPC), CUPRAC metoda i metoda odredivanja ukupne
redukcione mo¢i (TRP). Rezultati su predstavljeni u Tabelama 13 i 14.

Prema DPPH metodi, ¢iji su rezultati izraZzeni kao procenat inhibicije DPPH radikala i
kao ICso vrednost (koncentracija ekstrakta potrebna da smanji koncentraciju DPPH radikala za

50 %), najbolju aktivnost pokazali su acetonski ekstrakti talusa i apotecija liSaja P. horizontalis,
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kao i ekstrakt lisaja C. rangiformis, smanjuju¢i aktivnost DPPH radikala za 52,2; 56,3 i 46,3 %,
dok 1Cso vrednosti ovih ekstrakata iznose 14,4; 13,3 i 16,2 mg/ml, redom. Nesto slabiju
aktivnost prema DPPH radikalu pokazao je acetonski ekstrakt liSaja R. capitata sa 1Cso 0d 35,3
mg/ml i sposobnoscu inhibicije od 21,3 %. Acetonski ekstrakt celokupnog lisaja P. horizontalis
pokazuje najmanju aktivnost prema ovoj metodi odredivanja antioksidativne aktivnosti (ICso—

110,1 mg/ml; 6,8 % inhibicije DPPH radikala).

Tabela 13. Antioksidativna svojstva (DPPH i ABTS) acetonskih ekstrakata odabranih vrsta

liSajeva. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija

Metoda
Uzorak DPPH ABTS
% inhibicije ICso (mg/ml) % inhibicije ICso (mg/ml)
RC 21,3+0,9 353+0,7 36,1+0,7 20,8+ 0,5
PHT 52,2+1,0 144 +0,3 62,5+0,8 12,0+0,2
PHA 56,3+1,0 13,3+0,1 81,1+13 9,2+05
PH 6,8 +0,2 110,1+ 2.3 55,7+1,0 13,5+0,2
CR 46,3+0,8 16,2+ 0,2 63,6 +0,9 11,8 +0,1

Acetonski ekstrakti (u koncentraciji od 15 mg/ml): RC — R. capitata, PHT — P. horizontalis talus, PHA
— P. horizontalis apotecije, PH — P. horizontalis, CR — C. rangiformis.

Sisodia i saradnici (2013) pokazali su da acetonski ekstrakt lisaja R. roesleri poseduje
sposobnost neutralizacije DPPH radikala sa udelom od 87,9 % pri koncentraciji od 250 pg/ml.
Atranorin i usninska kiselina izalovane iz lisaja R. roesleri takode su pokazale efekat inhibicije

DPPH radikala sa ICso vrednos$¢u od 3,97 i 0,39 mg/ml (redom).
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Tabela 14. Antioksidativna svojstva (TRP, TPC i CUPRAC) acetonskih ekstrakata odabranih

vrsta liSajeva. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija

Metoda
Uzorak TRP TPC CUPRAC
(ug AAE/mg SE) (ug GAE/mg SE) (ug TE/mg SE)
RC 0,46 £ 0,10 670,63 £ 66,55 6,11+ 0,29
PHT 0,24 + 0,03 163,90 £ 10,74 12,27 £ 0,48
PHA 0,34 £0,10 247,89 £ 10,74 16,46 = 0,30
PH 0,18 £ 0,07 96,28 + 6,28 9,94 + 0,01
CR 0,44 £ 0,03 132,71 £ 2,44 17,81 £ 0,28

Acetonski ekstrakti: RC — R. capitata, PHT — P. horizontalis talus, PHA — P. horizontalis apotecije,
PH — P. horizontalis, CR — C. rangiformis; TRP — ukupna redukciona mo¢; TPC — sadrzaj ukupnih
fenola; CUPRAC — antioksidativna sposobnost redukcije Cu (1) do Cu (I); AAE — ekvivalent

askorbinske kiseline; GAE — ekvivalent galne kiseline; TE — Troloks ekvivalent; SE — suvi ekstrakt.

Razlika u procentima inhibicije DPPH i ABTS radikala ispitivanih ekstrakata nije
znacajna (Slika 26), osim za acetonski ekstrakt P. horizontalis ¢ija je sposobnost neutralizacije
ABTS radikala veca (55,7 % inhibicije; ICso — 13,5 mg/ml) u odnosu na DPPH radikal. Kao i u
slucaju DPPH radikala, bolju sposobnost neutralizacije ABTS radikala poseduju uzorci istog
lokaliteta — acetonski ekstrakti talusa i apotecija liSaja P. horizontalis sa udelom od 62,5 % i
81,1 % (ICs0 — 12,0 1 9,2 mg/ml, redom) i ekstrakt liSaja C. rangiformis sa udelom od 63,6 %
(1C50 — 11,8 mg/ml), nego acetonski ekstrakt lisaja R. capitata sa 36,1 % (ICso — 20,8 mg/ml).

Paudel i saradnici (2012) pokazali su sposobnost redukcije DPPH i ABTS radikala
(izrazena kao 1Csp) metanolnih ekstrakata vrsta liSajeva iz roda Ramalina (32,9 i 52,0 pg/ml,

redom), Peltigera (5,6 i 6,9 pug/ml, redom) i Cladonia (38,51 51,6 pg/ml, redom).
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Slika 26. Sposobnost neutralizacije DPPH i ABTS radikala acetonskim ekstraktima
(koncentracije 15 mg/ml) lisajeva R. capitata (RC), P. horizontalis (PH) i C. rangiformis

(CR) i acetonskim ekstraktima talusa (PHT) i apotecija (PHA) lisaja P. horizontalis

Vrednosti ukupne redukcione moc¢i acetonskih ekstrakata liSajeva, koja je izraZzena
preko ekvivalenta askorbinske kiseline, su priblizno iste za sve ekstrakte, pri ¢emu najvecu
vrednost pokazuje ekstrakt liSaja R. capitata (0,46 ug AAE/mg SE), dok najmanju vrednost
ukupne redukcione mo¢i ima ekstrakt lisaja P. horizontalis (0,18 ug AAE/mg SE) (Slika 27).

x TRP
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Slika 27. Ukupna redukciona mo¢ acetonskih ekstrakata lisajeva R. capitata (RC), P.
horizontalis (PH) i C. rangiformis (CR), i acetonskih ekstrakata talusa (PHT) i apotecija
(PHA) lisaja P. horizontalis.

(AAE - ekvivalent askorbinske kiseline; SE — suvi ekstrakt)
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Najveci sadrzaj ukupnih fenola (Slika 28), izrazen preko ekvivalenta galne kiseline,
pokazao je acetonski ekstrakt lisaja R. capitata (670,63 pg GAE/mg SE). Dva do tri puta manji
sadrzaj ukupnih fenola imali su ekstrakti apotecija i talusa liSaja P. horizontalis (247,89 1 163,90
pg GAE/mg SE, redom) i ekstrakt lisaja C. rangiformis (132,71 yug GAE/mg SE). U
acetonskom ekstraktu celokupnog lisaja P. horizontalis pronaden je najmanji ukupni sadrzaj
fenola (96,28 ng GAE/mg SE). Na osnovu rezultata, moze se utvrditi da ne postoji potpuna
korelacija fenolnog sadrzaja ekstrakta lisaja R. capitata i sposobnosti neutralisanja DPPH i
ABTS radikala, dok se kod ostalih ekstrakata fenolni sadrzaj i ispoljena antiradikalska aktivnost
mogu uporediti.

Prethodna ispitivanja pokazala su da hloroformski ekstrakt liSaja C. rangiformis ima
sadrzaj ukupnih fenola od 0,048 ng GAE/mg SE (Yiicel 1 saradnici, 2007).

700

TPC

600

500

400

300

ug GAE/mg SE

200

100

RC PHT PHA PH CR

Slika 28. Ukupni sadrzaj fenolnih jedinjenja acetonskih ekstrakata lisajeva R. capitata (RC),
P. horizontalis (PH) i C. rangiformis (CR), i acetonskih ekstrakata talusa (PHT) i apotecija
(PHA) lisaja P. horizontalis.

(GAE - ekvivalent galne kiseline; SE — suvi ekstrakt)

Prema CUPRAC metodi, najbolju antioksidativhu sposobnost redukcije Cu (1) do Cu
(I), izrazenu preko ekvivalenta Troloksa, pokazao je acetonski ekstrakt lisaja C. rangiformis sa
vrednos¢u od 17,81 pg TE/mg SE. Nesto slabiju aktivnost pokazali su talus i1 apotecije liSaja P.
horizontalis (12,27 i 16,46 pg TE/mg SE, redom), kao i ekstrakt celokupnog liSaja P.
horizontalis (9,94 pg TE/mg SE), dok najslabiju sposobnost redukcije ima acetonski ekstrakt
lisaja R. capitata sa vrednosc¢u od 6,11 pg TE/mg SE (Slika 29). Zlatanovi¢ i saradnici (2017)
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pokazali su da aktivnost acetonskog ekstrakta lisaja Umbilicaria crustulosa, koris¢enjem
CUPRAC analize, iznosi 19,76 mg TE/mg SE.

2
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ug TE/mg SE

RC PHT PHA PH CR

Slika 29. Antioksidativna sposobnost redukcije Cu (I1) do Cu (I) acetonskih ekstrakata
lisajeva R. capitata (RC), P. horizontalis (PH) i C. rangiformis (CR), i acetonskih ekstrakata
talusa (PHT) i apotecija (PHA) lisaja P. horizontalis.

(TE — ekvivalent Troloksa; SE — suvi ekstrakt)

Na osnovu rezultata antioksidativne aktivnosti, acetonski ekstrakt celokupnog lisaja P.
horizontalis ima slabiji antioksidativni efekat nego pojedina¢ni delovi, tako da je antagonisti¢ki
efekat komponenti prisutnih u talusu i apotecijama znacajan. Acetonski ekstrakt apotecija
pokazuje jacu antioksidativnu sposobnost od ekstrakta talusa, $to se potencijalno moze pripisati

prisustvu tridepsida tenuiorina (peltigerina) koji predstavlja glavnu komponentu apotecija, dok
u talusu nije identifikovan.

3.5. Antimikrobna analiza

Ispitivanje antimikrobne aktivnosti acetonskih ekstrakata odabranih vrsta liSajeva
izvrSeno je na tri Gram-negativne (Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella abony NCTC
6017 i Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027) i dve Gram-pozitivne bakterije (Staphylococcus

aureus ATCC 6538 i Bacillus subtilis ssp. spizizenii ATCC 6633). Rezultati ispitivanja dati su
u Tabeli 15.
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Tabela 15. Baktericidna aktivnost acetonskih ekstrakata lisajeva (1 mg po disku) i antibiotika,
hloramfenikola (30 pg po disku) i streptomicina (10 g po disku), na dve Gram-pozitivne i tri

Gram-negativne bakterije

Dijametar baktericidne zone (mm)

Uzorci
E. coli S.abony P.aeruginosa S.aureus B. subtilis ssp.
(G-) (G-) (G-) (G+) spizizenii (G+)
R. capitata - - - 19+0,3 28 +£0,5
P. horizontalis - - - - -
P. horizontalis (talus) - - - - -
P. horizontalis (apotecije) - - - - -
C. rangiformis - - - 14 +0,1 -
Hloramfenikol 22+0,3 28+0,3 17+0,1 29+0,3 32+05
Streptomicin 13+0,1 16+0,2 18+0,1 20+£0,2 22 +£0,2

Aceton - - - - -

Aktivnost je izrazena u mm precnika zone inhibicije, ukljucujuéi precnik diska od 12 mm za ekstrakte
i aceton, i 6 mm za antibiotike. G- Gram-negativne bakterije; G+ Gram-pozitivne bakterije. Crtica (-)
oznacava da uzorak nema aktivnost. Rezultati su dati kao srednja vrednost + standardna devijacija.

Najvecu antimikrobnu aktivnost protiv Gram-pozitivnih bakterija imao je ekstrakt liSaja
R. capitata sa zonom inhibicije od 28 £ 0,5 mm za bakteriju B. subtilis ssp. spizizenii, dok se
nesto slabiji antimikrobni efekat pokazao kod bakterije S. aureus sa zonom inhibicije od 19 +
0,3 mm. Ostale Gram-negativne bakterije bile su rezistentne na dejstvo acetonskog ekstrakta R.
capitata. Dobijeni rezultati nisu bili potpuno u saglasnosti sa prethodno objavljenim
istrazivanjima. Naime, Cansaran i saradnici (2007) dokazali su da acetonski ekstrakt liSaja R.
capitata (koncentracije 0,25 mg po disku dijametra 6 mm) ne poseduje antibakterijsku aktivnost
protiv P. aeruginosa i S. aureus, dok protiv bakterija soja E. coli, B. subtilis, Enterococcus
faecalis, Proteus mirabilis i Bacillus megaterium pokazuje umerenu antibakterijsku aktivnost.
Houshyar i saradnici (2014), ispitivali su antimikrobnu aktivnost acetonskog, metanolnog i
hloroformskog ekstrakta lisaja R. capitata. Ispitivanja su pokazala da navedeni ekstrakti imaju
dobru antimikrobnu aktivnost protiv gljivice Fusarium equiseti i bakterije Pectobacterium
carotovora pv. carotovora.

Acetonski ekstrakt liSaja C. rangiformis poseduje antimikrobnu aktivnost protiv
bakterije soja S. aureus, sa zonom inhibicije od 14 + 0,1 mm. Ekstrakt nije pokazao aktivnost

na Gram-negativne bakterije u koncentraciji od 1 mg po disku. Rezultati ispitivanja Brakni i
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Ali Ahmed (2018) pokazuju da je bakterija S. aureus veoma senzitivha na dejstvo
hloroformskog, acetonskog, metanolnog i vodenog ekstrakta lisaja C. rangiformis, i da
acetonski i hloroformski ekstrakti ne ispoljavaju antimikrobnu aktivnosti protiv E. coli, §to je u
saglasnosti sa nasim rezultatima. Medutim, dobijeni rezultati nisu u potpunosti u skladu sa
rezultatima objavljenim od strane Agikg6z i saradnika (2013) i1 Yiicel i saradnika (2007).
Naime, A¢ikgoz i saradnici (2013) utvrdili su da hloroformski ekstrakt liSaja C. rangiformis
poseduje umerenu antibakterijsku aktivnost protiv S. aureus, P. aeruginosa i E. coli (u
koncentraciji 30 pug po disku), dok metanolni ekstrakt (koncentracije 332 pg po disku) nije imao
antibakterijski efekat. Sa druge strane, oba ekstrakta pokazala su umereni antifungalni efekat
na C. albicans. Takode, Yiicel i saradnici (2007) dokazali su slabu antimikrobnu aktivnost
metanolnog, hloroformskog i vodenog ekstrakta (koncentracije 300 pg po disku) protiv Gram-
pozitivne bakterije B. subtilis i Bacillus amyloliquefaciens, dok je samo metanolni ekstrakt
pokazao aktivnost protiv Gram-negativne bakterije Proteus vulgaris.

Acetonski ekstrakti frutikoznih liSajeva pokazali su antibakterijski efekat, dok acetonski
ekstrakt folioznog tipa lisaja (P. horizontalis) ne poseduje antimikrobnu aktivnost protiv
ispitivanih bakterija. Na osnovu dostupne literature, ne postoje prethodno objavljeni podaci o
antimikrobnoj aktivnosti liSaja P. horizontalis.

Antibakterijska aktivnost acetonskih ekstrakata liSajeva uporedena je sa aktivno$cu
antibiotika (streptomicina i hloramfenikola) kao pozitivne kontrole. Kao §to je prikazano u
Tabeli 15, antibiotici imaju ja¢u aktivnost u koncentraciji koja je znatno manja (30 pg
hloramfenikola i 10 pg streptomicina po disku dijametra 6 mm) nego koncentracija ispitivanih
ekstrakata odabranih liSajeva. Kao negativna kontrola, koriS¢en je rastvaracC aceton, koji nije
pokazao antibakterijsku aktivnost na ispitivane bakterije.

Prethodna istrazivanja opisuju antimikrobnu aktivnost izolovanih jedinjenja Cije je
prisustvo dokazano u lisajevima R. capitata, P. horizontalis i C. rangiformis. Na primer,
dokazano je da efekat inhibicije rasta kod bakterija soja B. subtilis i S. aureus imaju usninska
kiselina, atranorin, fumaroprotocetraricna kiselina (Yilmaz 1 saradnici, 2004) i giroforna
kiselina (Candan i saradnici, 2006; Kosanié¢ i saradnici, 2014°). Usninska kiselina izolovana
zajedno sa protocetraricnom kiselinom pokazala je baktericidni efekat na Gram-negativnu
bakteriju E. coli (Manojlovi¢ i saradnici, 2012%). E. coli je bila senzitivna i na dejstvo atranorina
i fumaroprotocetrari¢ne kiseline izolovanih iz lisaja roda Cladonia (Kosani¢ i saradnici, 2014%).
Benn i saradnici (1998) utvrdili su slabu antimikrobnu aktivnost rangiformne kiseline na soj

bakterije B. subtilis.
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3.6. Mikronukleusni test

Primenom metode blokade citohalazinom B, ispitivan je uticaj acetonskih ekstrakata
lisajeva R. capitata, P. horizontalis i C. rangiformis na in vitro zastitni efekat aberacije
hromozoma u limfocitima perifernih ¢elija. Za izvodenje mikronukleusnog testa koris§¢ene su
koncentracije ekstrakata od 1,0, 2,0 1 3,0 pg/ml. Izracunata je frekvencija i1 distribucija

mikronukleusa, a rezultati su prezentovani u Tabeli 16.

Tabela 16. Ucestalost mikronukleusa, indeks proliferacije blok citokineze, raspodela i
ucestalost mikronukleusa po celijama tretiranih razli¢itim koncentracijama acetonskih

ekstrakata odabranih vrsta liSajeva

Uzorak
(koncentracija MN/1000 Bn Bn ¢elije sa MN/Bn CBPI Frekvencija
Lg/mi) Celija MN (%0) celija MN (%)

Kontrola 26,3+0,55 2,17 £ 0,07 1,22+0,04 1,64 0,03 100,0
Amifostin (1,0) 23,3+0,44 a* 1,91 +0,07 1,22+0,07 1,61+0,04 88,6
MMC (0,1) 33,4 £1,82 a;b* 2,99 £0,17 1,15+0,04 1,71 0,07 127,0
RC (1,0) 24,11 £ 0,67 1,83+0,14 1,34+0,13 1,69 +0,06 93,34
RC (2,0) 22,01+£1,19a* 1,69 + 0,16 1,32+0,11 1,63+0,01 85,21
RC (3,0) 24,74 £0,58 1,87 £0,12 1,34+0,08 1,64 +0,02 95,78
PH (1,0) 242+121c* 2,06 £0,12 1,18+0,04 1,64 +0,02 92,0
PH (2,0) 23,8 £0,62 a;c* 1,96 + 0,07 1,21+£0,02 1,75+0,05 90,5
PH (3,0) 25,4 £0,42 b;c* 1,99 + 0,09 1,29+0,05 1,65%0,03 96,6
PHT (1,0) 21,7+1,05a*c*  1,90+0,09 1,14+0,04 1,64 0,07 82,5
PHT (2,0) 20,4 £159a*c*  1,65+0,09 1,24+0,06 1,65+0,01 77,6
PHT (3,0) 22,3+0,62a*c* 1,74+0,13 1,30+0,11 1,64 +0,01 84,8
PHA (1,0) 25,8 £0,69 b;c* 2,11+0,11 1,23+0,04 1,64 +0,03 98,1
PHA (2,0) 24,8 +0,85¢c* 1,99 + 0,16 1,21 +£0,03 1,64 +0,02 94,3
PHA (3,0) 27,1 £1,05b;c 2,30 £ 0,17 1,19+0,06 1,67 0,03 103,0
CR (1,0 23,1+0,82a*c* 1,97 +0,07 1,17+0,03 1,61+0,04 87,8
CR (2,0 22,3+0,51a*c* 1,81+0,09 1,23+0,05 1,66 +0,01 84,8
CR (3,0 24,1+131c* 2,02 £0,07 1,19+0,03 1,62+0,05 91,6

Acetonski ekstrakti lisajeva: R. capitata (RC), P. horizontalis (PH), P. horizontalis talus (PHT), P.
horizontalis apotecije (PHA), C. rangiformis (CR), mitomicin C (MMC);

MN/1000 Bn ¢elija — broj mikronukleusa na 1000 pregledanih binuklearnih ¢elija, (srednja vrednost +
SD);
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Bn ¢elije — binuklearne ¢elije sa mikronukleusom, (srednja vrednost + SD);

MN/Bn ¢elija — broj mikronukleusa/binuklearna ¢elija, (srednja vrednost = SD);

CBPI — citokinezis blok proliferacioni indeks, (srednja vrednost = SD);

Frekvencija MN — ucestalost mikronukleusa predstavljena kao % u odnosu na kontrolne grupe u
kulturi humanih limfocita tretiranih razli¢itom koncentracijom ekstrakata;

Statisticki znacajna razlika izmedu parova podataka procenjena je analizom varijance (One-way
ANOVA) pracéena koris¢enjem Tukey testa. Statisti¢ka razlika je smatrana znac¢ajnom pri p <0,01ip
<0,05.

a — statisticki znacajna razlika p < 0,01 u odnosu na kontrolnu grupu;

a* — statisticki znacajna razlika p < 0,05 u odnosu na kontrolnu grupu;

b — statisticki znacajna razlika p < 0,01 u odnosu na amifostin;

b* — statisti¢ki znacajna razlika p < 0,05 u odnosu na amifostin;

C — statisti¢ki znacajna razlika p < 0,01 u odnosu na mitomicin C;

C* — statisticki znacajna razlika p < 0,05 u odnosu na mitomicin C.

CBPI (citokinezis blok proliferativni indeks) se koristi za odredivanje efekta testiranih
ekstrakata na celijsku proliferaciju. Uporedivanjem CPBI vrednosti kontrolnih ¢elija,
amifostina i ekstrakta, dokazali smo da postoji inhibitorni efekat na proliferaciju limfocita.

Tretman alkilirajucim sredstvom MMC, kao negativhom kontrolom, u koncentraciji od
0,1 pg/ml dao je znacajan (p < 0,05) porast frekvencije MN od 27,0 % u poredenju sa
kontrolnim celijskim kulturama. Kulture celija tretirane amifostinom VR-2721, kao pozitivhom
kontrolom, u koncentraciji od 1 pg/ml dale su znac¢ajno smanjenje (p < 0,01) frekvencije MN
od 11,4 % u poredenju sa kulturama kontrolnih celija. Analizirani acetonski ekstrakti liSajeva
u ispitanim koncentracijama izazvali su statisticki znacajno smanjenje broja dvojedrnih
limfocita sa MN. Najvecu aktivnost pokazali su ekstrakti u koncentraciji od 2,0 pg/ml (Slika
30).

Acetonski ekstrakt R. capitata (RC) ima najvecu aktivnost sa koncentracijom od 2,0
pg/ml koja zna€ajno smanjuje ucestalost MN za 14,8 %, Sto predstavlja veci efekat nego sa
amifostinom. Ekstrakti u koncentraciji od 1,0 i 3,0 pg/ml izazivaju smanjenje frekvencije MN
za 6,7 i 4,2 %, redom. Prethodna ispitivanja od strane Geyikoglu i saradnika (2007) pokazala
su antigenotoksi¢ni efekat vodenog ekstrakta liSaja R. capitata. Ispitivanja su pokazala da je
formiranje MN znac¢ajno smanjeno u prisustvu ekstrakta u koncentraciji od 5-10 pg/ml. Takode,
ovim ispitivanjem ustanovljeno je da se pove¢anjem koncentracije povecava zastitni efekat, bez

bilo kakvih genetskih oSte¢enje limfocita.
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Slika 30. Uticaj acetonskih ekstrakata liSajeva R. capitata (RC), P. horizontalis (PH) i C.
rangiformis (CR), i acetonskih ekstrakata talusa (PHT) i apotecija (PHA) lisaja P. horizontalis

na ucestalost mikronukleusa (izrazeno u %)

Acetonski ekstrakt talusa P. horizontalis (PHT) u koncentraciji od 2,0 pg/ml dao je
smanjenje frekvencije MN za 22,4 %, §to je dvostruko vece smanjenje od smanjenja izazvanog
amifostinom (11,4 %). Ostali ekstrakti talusa, u koncentraciji od 1,0 i 3,0 pg/ml, prouzrokovali
su nesto nizi efekat (17,5 i 15,2 %, respektivno), ali ipak efikasniji od amifostina. Testirani
ekstrakti apotecija liSaja P. horizontalis (PHA) u koncentraciji od 1,0 i 2,0 pg/ml pokazali su
smanjenje frekvencije MN za 1,9 %, odnosno 5,7 % za vecu koncentraciju. Jedini ekstrakt koji
je pokazao porast broja MN od 3,0 % bio je ekstrakt apotecija u koncentraciji od 3,0 pg/ml, dok
je alkiliraju¢e sredstvo MMC (kao negativna kontrola) povecao broj MN za 27,0 %. Slabiji
zaStitni efekat pokazao je acetonski ekstrakti P. horizontalis (PH) u koncentracijama od 1,0, 2,0
13,0 pg/ml, smanjujuci u€estalost MN za 8,0, 9,5 1 3,4 % (redom) u poredenju sa kontrolnim
¢elijskim kulturama. Na osnovu priloZenog, zakljucujemo da ekstraktu liSaja P. horizontalis
koji sadrzi i talus 1 apotecije, prisustvo apotecija umanjuje zastitni efekat. Nardemir 1 saradnici
(2015) imali su za cilj da utvrde genotoksi¢na 1 antigenotoksi¢na svojstva metanolnih ekstrakata
lisajeva P. horizontalis i P. praetextata. Ispitivanja su pokazala da ne postoji mutageno dejstvo
na ispitivane bakterije, 1 da ekstrakti (koncentracije 0,05, 0,5 1 5 pg/ploce u 10 % rastvoru
DMSO) pokazuju znacajnu antimutagenu aktivnost protiv jakih mutagena.

Ekstrakti lisaja C. rangiformis (CR) u koncentraciji od 1,0 i 2,0 pg/ml pokazali su
Znacajno smanjenje ucestalosti MN za 12,2% 1 15,5 % (redom) u odnosu na kontrolne ¢elijske

kulture, dok je isti ekstrakt u koncentraciji od 3,0 pg/ml uzrokovao smanjenje frekvencije MN
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od 8,4 %. Kotan i saradnici (2013) utvrdili su da metanolni ekstrakt C. rangiformis (u
koncentraciji od 5 1 10 pg/ml) pokazuje antigenotoksi¢ni efekat smanjujuci genotoksic¢nost
indukovanu aflatoksinom BIl, S§to moze smanjiti rizik od kancerogeneze prouzrokovane
aflatokisnom B1. Genotoksi¢nost metanolnog ekstrakta C. rangiformis ispitivali su i Gulluce i
saradnici (2011), pri ¢emu su dokazali da ekstrakt pruza znacajna antimutagena svojstva.

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da mnogi sekundarni metaboliti liSajeva pokazuju
inhibitornu aktivnost protiv raznih ¢elijskih kancera. Rezultati ispitivanja od strane Koparal i
saradnika (2006) pokazali su da oba enantiomera usninske kiseline nisu genotoksi¢na i imaju
znacajnu In vitro citotoksi¢nu aktivnost (¢ak i u malim dozama) na ¢elije humanih limfocita iz
kacinoma plué¢nog epitela. Ba¢korova i saradnici (2011) pokazali su da usninska kiselina,
atranorin, giroforna kiselina i parietin poseduju citotoksi¢nu/proliferativnu aktivnost protiv
devet vrsta humanih c¢elija raka. Kosani¢ i saradnici (2014%) dokazali su znacéajni citotoksi¢ni
efekat atranorina i fumaroprotocetrari¢ne kiseline izlovanih iz lisajeva roda Cladonia. Veliku
in vitro citotoksi¢nu aktivnost pokazali su protocetrari¢na i salazinska kiselina u poredenju sa
usninskom kiselinom, koja je upotrebljena kao standard u istraZzivanju od strane Manojlovi¢ 1
saradnika (2012°). Benn i saradnici (1998) pokazali su marginalnu citotoksi¢nost rangiformne
kiseline izolovane iz Cladonia retipora.

Nasim ispitivanjem zastitnog efekta otkrili smo da je testirani ekstrakt talusa lisaja P.
horizontalis (PHT) vrSio najvece blagotvorno dejstvo na celije limfocita, dajuci znacajno
smanjenje ucestalosti MN uporeduju¢i sa kontrolnim celijama i amifostinom, u odnosu na

ostale acetonske ekstrakte ispitivanih vrsta liSajeva.

3.7. Uticaj acetonskih ekstrakata odabranih vrsta liSajeva na aktivnost
holinesteraze

Aktivnost holinesteraze odredena je Elmanovom metodom gde se kao supstrat koristi
butiriltioholin koji pod dejstvom serumske holinesteraze hidrolizuje do butirata i tioholina.
Oslobodeni tioholin reaguje sa DTNB (5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoevom kiselinom)) pri ¢emu

nastaje zuto obojeni 5-tio-2-nitrobenzoat (Slika 31).
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Slika 31. Reakcije na kojima se zasniva odredivanje aktivnosti holinesteraze

Aktivnost serumske holinesteraze odredena je delovanjem acetonskih ekstrakata
lisajeva R. capitata, P. horizontalis i C. rangiformis i komercijalnog inhibitora holinesteraze,
neostigmin-bromida, a rezultati su dati u Tabeli 17. Za ispitivanje su koris¢eni uzorci ekstrakata
u koncentraciji od 1 i 10 mg/ml, dok je koncentracija neostigmin-bromida bila 0,2 mg/ml.

Acetonski ekstrakti frutikoznih lisajeva R.capitata i C. rangiformis u koncentraciji od 1
mg/ml ispoljavaju slab aktivirajuci efekat, dok ekstrakti talusa i apotecija folioznog liSaja P.
horizontalis pri istoj koncentraciji pokazuju neznatan inhibiraju¢i efekat na aktivnost
holinesteraze u poredenju sa neostigmin-bromidom. Nesto jaci inhibirajuéi efekat pokazali su
svi acetonski ekstrakti u koncentraciji od 10 mg/ml sa udelom od 5,2 % za R. capitata, 7,3 %
za C. rangiformis, i 16,5 % i 12,8 % za talus i apotecije liSaja P. horizontalis (redom). Ipak,
ispoljena inhibiraju¢a dejstva acetonskih ekstrakata lisajeva su daleko ispod inhibirajuceg
efekta standardnog inhibitora holinesteraze, neostigmin-bromida (96,6 %) (Slika 32). Na
osnovu rezultata, zaklju€ujemo da se povec¢anjem koncentracije acetonskih ekstrakata povecava

i sposobnost inhibicije holinesterazne aktivnosti.
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Tabela 17. Uticaj acetonskih ekstrakata na aktivnost holinesteraze (izrazeno u %)

(-) Inhibicija/(+)

Uzorak Koncentracija aktivacija holinesteraze
(mg/mil)
(%)
R. capitata 1,0 +2,8
R. capitata 10,0 -52
P. horizontalis (talus) 1,0 -11
P. horizontalis (talus) 10,0 -16,5
P. horizontalis (apotecije) 1,0 -04
P. horizontalis (apotecije) 10,0 -12,8
C. rangiformis 1,0 +2,0
C. rangiformis 10,0 -7,3
Neostigmin-bromid 0,2 - 96,6

U prethodnim istrazivanjima, dokazana je holinesterazna inhibitorna aktivnost
sekundarnih metabolita izolovanih iz liSajeva C. macilenta (Luo i saradnici, 2013) i C.
portentosa (Reddy i saradnici, 2016). Zlatanovi¢ (2019) je pokazala da acetonski ekstrakti E.
prunastri i H. tubulosa poseduju inhibiraju¢i efekat od 22,2% i 26,6% (redom) na
acetilholinesterazu.
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Slika 32. Inhibirajuci efekat acetonskih ekstrakata liSajeva i standardnog inhibitora na
aktivnost holinesteraze. (RC — R. capitata, PHT — talus P. horizontalis, PHA — apotecije P.
horizontalis, CR — C. rangiformis, NB — neostigmin-bromid).
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4. ZAKLJUCAK

Cilj doktorske disertacije “Analiza hemijskog sastava i bioloske aktivnosti liSajeva

Ramalina capitata (Ach.) Nyl., Peltigera horizontalis (Hudson) Baumg. i Cladonia rangiformis

Hoffm.” bio je odredivanje:

v

hemijskog sastava acetonskih, etil-acetatanih, etarskih i dihlormetanskih ekstrakata
lisajeva R. capitata, P. horizontalis i C. rangiformis;

sadrzaja makro- 1 mikroelemenata u susenom liSajevskom materijalu 1
antioksidativne i antibakterijske aktivnosti acetonskih ekstrakata, kao i uticaja
acetonskih ekstrakata na formiranje mikronukleusa u limfocitima humane krvne

plazme i aktivnost serumske holinesteraze.

Na osnovu dobijenih rezultata izvedeni su slede¢i zakljucci:

» HPLC analizom ispitivanih ekstrakta liSajeva, utvrdeno je prisustvo sekundarnih

metabolita iz grupa depsida (everni¢na kiselina, obtusinska kiselina, atranorin, tenuiorin

i girofona kiselina), depsidona (fumarprotocetrari¢na kiselina), dibenzofurana (usninska

kiselina) 1 monoaromati¢nih jedinjenja (evernini¢na kiselina 1 atraricna kiselina).

v

Everni¢na kiselina identifikovana je kao glavna komponenta u svim ekstraktima
lisaja R. capitata.

U acetonskom, etil-acetatnom i etarskom ekstraktu liSaja R. capitata obtusinska
kiselina 1 evernini¢na kiselina druge su po redu zastupljenosti, pra¢ene prisustvom
usninske kiseline i atranorina.

Usninska Kkiselina predstavlja drugu zastupljenu komponentu dihlormetanskog
ckstrakta liSaja R. capitata.

Najzastupljenija komponenta svih ispitivanih ekstrakata celokupnog liSaja i apotecija
lisaja P. horizontalis je tenuiorin, prac¢en metil-giroforatom i girofornom kiselinom.
Glavna komponenta svih ispitivanih ekstrakata talusa lisaja P. horizontalis je metil-
giroforat, prac¢en prisustvom giroforne kiseline.

Atranorin je najzastupljeniji konstituent svih ispitivanih ekstrakata liSaja C.

rangiformis, pracen prisustvom fumarprotocetrari¢ne i atrari¢ne kiseline.

» GC-MS analizom ispitivanih ekstrakta liajeva, utvrdeno je prisustvo lako isparljivih

sekundarnih metabolita koji spadaju u grupu derivata orcinola/s-orcinola ili orselinske
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kiseline/s-orselinske kiseline, dibenzofurana, derivata trikarboksilne kiseline, masnih

Kiselina i njihovih estra i sterola.

v

Glavne isparljive komponente etil-acetatnog, etarskog i dihlormetanskog ekstrakta
lisaja R. capitata su evernini¢na kiselina, orcinol i usninska kiselina (redom), pracena
orcinol-monometil-etrom i 3-metilorselinskom kiselinom.

Etarski ekstrakt karakteriSe prisustvo metil-3,5,6-trimetilrezorcilata, a etil-acetatni
ekstrakt 2-hidroksi-4-metoksi-3,5,6-trimetilbenzoeve kiseline.

Orcinol 1 orcinol-monometil-etar su najzastupljeniji isparljivi konstituenti
acetonskog ekstrakta liSaja R. capitata, praceni sparasolom i metil-estrima masnih
kiselina (metil-palmitat, metil-linoleat i metil-linolenat).

Metil-orselinat je najzastupljenija komponenta svih isptivanih ekstrakata lisaja P.
horizontalis, osim etarskih ekstrakata talusa i apotecija kod kojih je glavna
komponenta dodecil-akrilat, praceni orcinolom i orcinol-monometil-etrom.
Dihlormetanski ekstrakt celokupnog lisaja P. horizontalis odlikuje se prisustvom
evernini¢ne kiseline.

U svim ispitivanim ekstraktima liSaja C. rangiformis najzastupljenija isparljiva
komponenta je rangiformna kiselina, pra¢ena atraricnom kiselinom i atranolom.
Steroli su identifikovani u svim etil-acetatnim i dihlormetanskim ekstraktima
ispitivanih liSajeva, kao i u etarskom ekstraktu R. capitata i acetonskim ekstraktima
P. horizontalis. Njihova zastupljenost je vec¢a u P. horizontalis nego u R. capitata,
dok su u C. rangiformis prisutni u tragovima.

Steroli prisutni u ekstraktima predstavljaju integralne konstituente liSajeva jer su
vrste sakupljene sa stene i zemljiSta, tako da se iskljuuje moguénost migracije

jedinjenja sa drveta domacina na talus liSaja.

ICP-OES analizom odreden je sadrzaj 5 makroelemenata (Ca, K, Mg, Na i P) i 15
mikroelemenata (Al, B, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Pb, Si, V i Zn) u odabranim

vrstama liSajeva.

v

v

Foliozni tip lisaja P. horizontalis ima najve¢i sadrzaj makroelemenata (osim Na) u
odnosu na frutikozne vrste liSajeva. Sadrzaj Na je najveci u lisaju R. capitata.

Redosled sadrzaja makroelemenata u odabranim vrstama liSajeva je Ca > K > P >
Mg > Na, sa izuzetkom u sadrzaju K, koji je u lisaju P. horizontalis prisutan u vecoj
koli¢ini od Ca, $to ga svrstava u element sa najve¢om koli¢inom od svih ispitivanih

makroelemenata.
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v

v

Lisaj P. horizontalis ima najveéi sadrzaj mikroelemenata, izuzev Co, Pb i Si, ¢iji je
sadrzaj najveci u lisaju R. capitata.

Ziva je detektovana samo u lifaju R. capitata, koji je sakupljen sa drugacijeg
lokaliteta u odnosu na druge vrste, dok mikroelementi As, Se, Be i TI nisu
detektovani ni u jednoj ispitivanoj vrsti liSaja.

Ne postoji pravilnost u zastupljenosti makro- i mikroelemenata u uzorcima

frutikoznih liSajeva koji rastu na steni (R. capitata) ili zemljistu (C. rangiformis).

> Ispitana je antioksidativna aktivnost acetonskih ekstrakata odabranih lisajeva primenom

pet razlicitih metoda, 1 dobijeni su sledeci rezultati:

v

Bolju sposobnost neutralizacije DPPH i ABTS radikala poseduju uzorci sa istog
lokaliteta — acetonski ekstrakti lisaja P. horizontalis i ekstrakt lisaja C. rangiformis,
nego acetonski ekstrakt liSaja R. capitata.

Vrednosti ukupne redukcione moci su priblizno iste za sve ekstrakte, pri ¢emu
najve¢u vrednost pokazuje ekstrakt liSaja R. capitata a najmanju vrednost ima
ekstrakt lisaja P. horizontalis.

Sadrzaj ukupnih fenola opada u nizu: R. capitata, P. horizontalis (apotecije i talusa),
C. rangiformis, P. horizontalis (celokupni lisaj).

Ne postoji potpuna korelacija fenolnog sadrzaja ekstrakata lisaja R. capitata i
sposobnosti neutralisanja DPPH i ABTS radikala, dok kod ostalih ekstrakata postoji
pozitivna korelacija.

Najbolju sposobnost redukcije Cu (IT) do Cu (I) pokazuje acetonski ekstrakt lisaja C.
rangiformis, pracen liSajem P. horizontalis, dok najslabiju sposobnost redukcije
poseduje acetonski ekstrakt liSaja R. capitata.

Acetonski ekstrakt celokupnog lisaja P. horizontalis poseduje slabiji antioksidativni
efekat u svim ispitivanim metodama, nego njegovi pojedinacni delovi (talus i
apotecije).

Acetonski ekstrakt apotecija pokazuje ja¢u antioksidativhu sposobnost u svim
ispitivanim metodama od ekstrakta talusa, Sto se potencijalno moZe pripisati
prisustvu tridepsida tenuiorina (peltigerina) koji predstavlja glavnu komponentu

apotecija, dok u talusu nije identifikovan.

> Antibakterijska aktivnost acetonskih ekstrakata odabranih liSajeva je ispitana disk-

difuzionom metodom na dve Gram-pozitivne (Bacillus subtilis ssp. spizizenii i
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Staphylococcus aureus) i tri Gram-negativne bakterije (Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa i Salmonella abony). Dobijeni su sledeéi rezultati:

v

Najvecu antimikrobnu aktivnost protiv Gram-pozitivnih bakterija imao je ekstrakt
lisaja R. capitata za bakteriju B. subtilis ssp. spizizenii, dok se nesto slabiji
antimikrobni efekat pokazao kod bakterije S. aureus.

Acetonski ekstrakt liSaja C. rangiformis poseduje antimikrobnu aktivnost protiv
Gram-pozitivne bakterije soja S. aureus.

Acetonski ekstrakt lisaja P. horizontalis ne poseduje antimikrobnu aktivnost protiv
ispitivanih bakterija.

Gram-negativne bakterije bile su rezistentne na dejstvo acetonskih ekstrakata svih

ispitivanih vrsta liSajeva.

» Ispitan je uticaj razli¢itih koncentracija acetonskih ekstrakata liSajeva na formiranje

mikronukleusa u limfocitima humane krvne plazme, pri ¢emu svi ekstrakti u koncentraciji

od 2 pg/ml izazivaju najveée smanjenje ucestalosti mikronukleusa, a medu njima ekstrakt

talusa P. horizontalis najvece.

» Ispitan je uticaj acetonskih ekstrakata na aktivnost holinesteraze, pri cemu ekstrakti talusa

i apotecija lisaja P. horizontalis pokazuju najveci inhibirajuc¢i efekat, medutim, ispoljena

inhibiraju¢a dejstva su daleko ispod inhibiraju¢eg efekta standardnog inhibitora

holinesteraze, neostigmin-bromida.

U ovoj disertaciji prvi put je odreden:

v
v
v

sastav isparljivih metabolita lisajeva R. capitata i P. horizontalis,

sadrzaj makro- i mikroelemenata u liajevima P. horizontalis i C. rangiformis,
antioksidativna aktivnost CUPRAC metodom i uticaj na dejstvo holinesterazne
aktivnosti ispitivanih vrsta liSajeva,

uticaj na ucestalost mikronukleusa u ¢elijama humanih limfocita acetonskih
ekstrakata liSajeva P. horizontalis i C. rangiformis, i

konstituent dodecil-akrilat u liSajevskom materijalu.
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6. PRILOG

Spisak priloga

UV spektri

Prilog 1. UV spektar evernini¢ne kiselina

Prilog 2. UV spektar atrari¢ne kiseline

Prilog 3. UV spektar fumarprotocetrari¢ne kiseline

Prilog 4. UV spektar giroforne kiseline

Prilog 5. UV spektar everni¢ne kiseline

Prilog 6. UV spektar metil-giroforata

Prilog 7. UV spektar obtusinske kiseline

Prilog 8. UV spektar usninske kiseline

Prilog 9. UV spektar tenuiorina

Prilog 10. UV spektar atranorina

HPLC hromatogrami

Prilog 11. HPLC hromatogram acetonskog ckstrakta liSaja R. capitata

Prilog 12. HPLC hromatogram etil-acetatnog ekstrakta liSaja R. capitata

Prilog 13. HPLC hromatogram etarskog ekstrakta lisaja R. capitata

Prilog 14. HPLC hromatogram acetonskog ekstrakta talusa lisaja P. horizontalis
Prilog 15. HPLC hromatogram etarskog ekstrakta talusa liSaja P. horizontalis
Prilog 16. HPLC hromatogram dihlormetanskog ekstrakta talusa lisaja P. horizontalis
Prilog 17. HPLC hromatogram acetonskog ekstrakta apotecija liSaja P. horizontalis
Prilog 18. HPLC hromatogram etarskog ekstrakta apotecija lisaja P. horizontalis
Prilog 19. HPLC hromatogram dihlormetanskog ekstrakta apotecija lisaja P. horizontalis

Prilog 20. HPLC hromatogram acetonskog ekstrakta celokupnog lisaja P. horizontalis
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Prilog 21. HPLC hromatogram etarskog ekstrakta celokupnog liaja P. horizontalis
Prilog 22. HPLC hromatogram dihlormetanskog ekstrakta celokupnog lisaja P. horizontalis
Prilog 23. HPLC hromatogram acetonskog ekstrakta lisaja C. rangiformis

Prilog 24. HPLC hromatogram etarskog ekstrakta liSaja C. rangiformis

Prilog 25. HPLC hromatogram dihlormetanskog talusa lisaja C. rangiformis

GC-MS hromatogrami

Prilog 26. GC-MS hromatogram acetonskog ekstrakta liSaja R. capitata

Prilog 27. GC-MS hromatogram etarskog ekstrakta lisaja R. capitata

Prilog 28. GC-MS hromatogram dihlormetanskog ekstrakta lisaja R. capitata

Prilog 29. GC-MS hromatogram acetonskog ekstrakta talusa liSaja P. horizontalis

Prilog 30. GC-MS hromatogram etarskog ekstrakta talusa liSaja P. horizontalis

Prilog 31. GC-MS hromatogram dihlormetanskog ekstrakta talusa lisaja P. horizontalis
Prilog 32. GC-MS hromatogram acetonskog ekstrakta apotecija liSaja P. horizontalis
Prilog 33. GC-MS hromatogram etarskog ekstrakta apotecija lisaja P. horizontalis

Prilog 34. GC-MS hromatogram dihlormetanskog ekstrakta apotecija lisaja P. horizontalis
Prilog 35. GC-MS hromatogram acetonskog ekstrakta celokupnog lisaja P. horizontalis
Prilog 36. GC-MS hromatogram etil-acetatnog ekstrakta celokupnog liSaja P. horizontalis
Prilog 37. GC-MS hromatogram etarskog ekstrakta celokupnog liSaja P. horizontalis
Prilog 38. GC-MS hromatogram acetonskog ekstrakta lisaja C. rangiformis

Prilog 39. GC-MS hromatogram etarskog ekstrakta lisaja C. rangiformis

Prilog 40. GC-MS hromatogram dihlormetanskog ekstrakta lisaja C. rangiformis

Maseni spektri

Prilog 41. (EI)MS spektar orcinola

Prilog 42. (EI)MS spektar orcinol-monometil-etra
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Prilog 43. (EI)MS spektar atranola

Prilog 44. (EI)MS spektar metil-orselinata

Prilog 45. (EI)MS spektar evernini¢ne kiseline
Prilog 46. (EI)MS spektar dodecil-akrilata

Prilog 47. (EI)MS spektar atraricne kiseline

Prilog 48. (EI)MS spektar 3-metilorselinske kiseline
Prilog 49. (EI)MS spektar 2-hidroksi-4-metoksi-3,5,6-trimetilbenzoeve kiseline
Prilog 50. (EI)MS spektar metil-palmitata

Prilog 51. (EI)MS spektar metil-linoleata

Prilog 52. (EI)MS spektar rangiformne kiseline
Prilog 53. (EI)MS spektar usninske kiseline

Prilog 54. (EI)MS spektar sterola 1

Prilog 55. (EI)MS spektar sterola 2
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UV spektri

Prilog 1. UV spektar evernini¢ne kiseline

Evernini¢na kiselina, CoH1004 (Mw 182,17 g/mol), 2-Hidroksi-4-metoksi-6-metilbenzoeva
kiselina

[ *DADA, 3266 (56235 mAl, - 1 Ref=0.013 & 6606 of 012-0401.0
mAL -]
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Prilog 2. UV spektar atrari¢ne kiseline

Atrari¢na Kiselina, C10H1204 (Mw 196,2 g/mol), Metil-2,4-dihidroksi-3,6-dimetilbenzoat

[ “DAD1, 4.777 (118 mAU, - ) Ref=2.804 & 5.570 of 011-1001.D

100

80

0

40

T T T T
220 240 260 280 200 320 240 280 280 nj

99



Prilog 3. UV spektar fumarprotocetrari¢ne kiseline

Fumarprotocetra¢na kiselina, C22H16012 (Mw 472,4 g/mol), 4-[[(E)-3-Karboksiprop-2-
enoil]oksimetil]-10-formil-3,9-dihidroksi-1,7-dimetil-6-oksobenzo[b][1,4]benzodiazepin-2-
karboksilna kiselina

[ -“DAD1, 5.250 {€5.9 mAU, - ) Ref=2.804 & 5.570 of 011-1001.D
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Prilog 4. UV spektar giroforne kiseline

Giroforna kiselina, C2sH20010 (Mw 468,4 g/mol), 4-[4-(2,4-Dihidroksi-6-metilbenzoil)oksi-

2-hidroksi-6-metilbenzoil]oksi-2-hidroksi-6-metilbenzoeva kiselina

3 “0AlA, 7.109 (2326 mal, - ) Ref=G6.4903 & 74493 of 002-0201.0
mall ]
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Prilog 5. UV spektar everni¢ne kiseline

Everni¢na kiselina, C17H1607 (Mw 332,3 g/mol), 2-Hidroksi-4-(2-hidroksi-4-metoksi-6-

metilbenzoil)oksi-6-metilbenzoeva kiselina
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Prilog 6. UV spektar metil-giroforata

Metil-giroforat, CosH22010 (Mw 482,4 g/mol), [3-Hidroksi-4-(3-hidroksi-4-metoksikarbonil-

5-metilfenoksi)karbonil-5-metilfenil]-2,4-dihidroksi-6-metilbenzoat

1 “DADd, 2876 (1452 mAl, - ) Ref=0.363 & 10476 of 002-0201.0
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Prilog 7. UV spektar obtusinske kiseline

Obtusinska kiselina, C1gH1807 (Mw 346,3 g/mol), 2-Hidroksi-4-(2-hidroksi-4-metoksi-3,6-

dimetilbenzoil)oksi-6-metilbenzoeva kiselina

1 "DADA, 14.4329 (1042 mal, - ) Ref=12.546 & 15,145 of 019-0401.0
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Prilog 8. UV spektar usninske kiseline

Usninska kiselina, C1sH1607 (Mw 344,3 g/mol), 2,6-Diacetil-7,9-dihidroksi-8,9b-

dimetildibenzofuran-1,3-dione
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Prilog 9. UV spektar tenuiorina

Tenuiorin, CosH24010 (Mw 496,5 g/mol), [3-Hidroksi-4-(3-hidroksi-4-metoksikarbonil-5-

metilfenoksi)karbonil-5-metilfenil]-2-hidroksi-4-metoksi-6-metilbenzoat
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Prilog 10. UV spektar atranorina

Atranorin, C19H180s (Mw 374,3 g/mol), (3-Hidroksi-4-metoksikarbonil-2,5-dimetilfenil)-3-

formil-2,4-dihidroksi-6-metilbenzoat
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HPLC hromatogrami

Prilog 11. HPLC hromatogram acetonskog ekstrakta liSaja R. capitata
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Prilog 12. HPLC hromatogram etil-acetatnog ekstrakta liSaja R. capitata
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Prilog 13. HPLC hromatogram etarskog ekstrakta liSaja R. capitata
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Prilog 14. HPLC hromatogram acetonskog ekstrakta talusa lisaja P. horizontalis
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Prilog 15. HPLC hromatogram etarskog ekstrakta talusa liSaja P. horizontalis

T DADT A, 5ig=254.4 ReF360,100 (CACHEMEZL. ALISAJEVI Z015"FREF SEKVENCA 2016-05-20 11-02-10W01-0101.0)
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Prilog 16. HPLC hromatogram dihlormetanskog ekstrakta talusa liSaja P. horizontalis
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Prilog 17. HPLC hromatogram acetonskog ekstrakta apotecija liSaja P. horizontalis
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Prilog 18. HPLC hromatogram etarskog ekstrakta apotecija lisaja P. horizontalis

T DADT A, 51g-254.9 Rer3060,100 (CACHEMSZL. AILIBAIEVI 20151F REP SEFVENG A 2016-06-20 11-02- 100004 0401 53

Prilog 19. HPLC hromatogram dihlormetanskog ekstrakta apotecija liSaja P.

horizontalis

T DADT A, 5i9-269,9 Rer=300,100 (CACHEMZ2Y, AILISAJEV] 20 15\FREF SERVENCA 2016-05-20 11-02-10W06-0501 D)
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Prilog 20. HPLC hromatogram acetonskog ekstrakta celokupnog liSaja P. horizontalis

g e
) H

Prilog 21. HPLC hromatogram etarskog ekstrakta celokupnog lisaja P. horizontalis

[ DADT A, Sig=2569.9 Ret=360,100 (CACHEMZZY_ALISAIEVT 2015\ REF SEIVENCA 2015-10-12 12-22 09013 1201.0)

T
25

Prilog 22. HPLC hromatogram dihlormetanskog ekstrakta celokupnog liSaja P.

horizontalis
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Prilog 23. HPLC hromatogram acetonskog ekstrakta liSaja C. rangiformis

T=1 DAD1 A, Sig=254.4 Ref=360,100 (D'REZULTA . PHUM EKSTRAKTTPREP SEKVENCA 2017-08-30 11-52-10W1 ACETON D)

2000

2800

1000

22038

6,300
7848
11.487

Prilog 24. HPLC hromatogram etarskog ekstrakta lisaja C. rangiformis

=7 DADT A Sig=254.% Ref=360.100 (O'REZULTA  TLISAJEVI Z0T5PRER SERVENCA 2075-10-12 1232090100507 B
s g
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0 ]
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Prilog 25. HPLC hromatogram dihlormetanskog talusa li§aja C. rangiformis

SRS A S5=55% 7 Fe550 00 [T RESULTA TLSATEV 0TS FRER SERVERGA S0TE 0TS TESE0R TR T
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GC-MS hromatogrami

Prilog 26. GC-MS hromatogram acetonskog ekstrakta liSaja R. capitata

x104

2441
23
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Counts vs. Acguisition Time (min)

Prilog 27. GC-MS hromatogram etarskog ekstrakta lisaja R. capitata

x10%
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3
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45
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35
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25
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15
1

05

+EI TIC Scan RCET.D
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Counts vs. Acquisition Time (min)

Prilog 28. GC-MS hromatogram dihlormetanskog ekstrakta lisaja R. capitata

x106
9

825
75
65
55
45
25
25
15

05.

+EITIC Scan RC DhM D

6 7 8 § 10 11 12 13 14 15 16 17 18 18 20 21 22 23 24 25 26 27 28 25 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 45 50 51 52 53 54 55 56 57

Counts vs. Acquisition Time (min)
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Prilog 29. GC-MS hromatogram acetonskog ekstrakta talusa liSaja P. horizontalis

x107 |+EI TIC Scan PHT aceten.D
13

" a 1l SO T —

€ 7 & 9 1011 12 13 12 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 37 28 29 30 21 32 23 34 35 36 37 38 30 40 41 42 43 44 45 45 47 48 43 50 51 52 53 54 55 56 57
Counts vs. Acquisition Time (min)

Prilog 30. GC-MS hromatogram etarskog ekstrakta talusa liSaja P. horizontalis

x108 |+EITIC Scan Ph T ELD

0.15
0.1
0.05
o Jo .

6 7 8 5 1011 121314 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 75 % 27 28 29 30 31 32 33 34 35 35 37 38 33 40 41 42 43 44 45 45 47 48 43 50 51 52 53 54 55 56 57
Counts vs. Acquisition Time {min)

Prilog 31. GC-MS hromatogram dihlormetanskog ekstrakta talusa li§aja P. horizontalis

107 |+EITIC Scan Ph T Dhm.D

0.3
02
o1 l N ‘ MﬂuJ

6 7 & 9 1011 1213 12 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 25 29 30 21 32 23 3¢ 35 35 37 38 29 40 41 42 43 44 45 45 47 48 43 50 51 52 53 54 55 56 57
Counts vs. Acquisition Time (min)
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Prilog 32. GC-MS hromatogram acetonskog ekstrakta apotecija liSaja P. horizontalis
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Counts vs. Acquisition Time (min)

Prilog 33. GC-MS hromatogram etarskog ekstrakta apotecija lisaja P. horizontalis

+EI TIC Scan Ph P ELD
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Counts vs. Acquisition Time (min)

Prilog 34. GC-MS hromatogram dihlormetanskog ekstrakta apotecija liSaja P.

horizontalis
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Prilog 35. GC-MS hromatogram acetonskog ekstrakta celokupnog lisaja P. horizontalis

x107 |+EITIC Scan PT Aceton.D

0.1

o] 4

6 7 6 9 1011 1213 12 15 16 17 18 13 20 21 22 25 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 29 40 41 42 43 44 45 45 47 48 45 50 51 52 53 54 55 56 57
Counts vs. Acquisition Time {min)

Prilog 36. GC-MS hromatogram etil-acetatnog ekstrakta celokupnog lisaja P.

horizontalis

x108 |+EITIC Scan V2 Etac.D
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Prilog 37. GC-MS hromatogram etarskog ekstrakta celokupnog liaja P. horizontalis
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Prilog 38. GC-MS hromatogram acetonskog ekstrakta lisaja C. rangiformis
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Prilog 39. GC-MS hromatogram etarskog ekstrakta lisaja C. rangiformis
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Prilog 40. GC-MS hromatogram dihlormetanskog ekstrakta lisaja C. rangiformis
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Maseni spektri

Prilog 41. (EI)MS spektar orcinola

1004 124
7
50 *
95
67 77 107
51 55 81
ol a7 2T, L 7 N8 esler ol 121 , ,
40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
(Text File) Component at scan 2256 (17.615 min) [Model = +124u] in D:\RC ETAC.D\RC ETAC.MZDATA. XML
Prilog 42. (EI)MS spektar orcinol-monometil-etra
100+ 138
7
50 *
107
77 95
67
55 | ) | 123
ol_4. b5 L7 .|g.8386 [Loalez . 10s]]], 19,1 , 1, ,
40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
(Text File) Component at scan 2024 (16.319 min) [Model = +138u] in D:\RC ETAC.D\RC ETAC.MZDATA. XML
Prilog 43. (EI)MS spektar atranola
1004 151
50 ?
77 106
53 95 134
ol ey, s (T Ll 0 1 10w |lhss
40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160

(Text File) Component at scan 3039 (21.997 min) [Model = +151u] in D:\ CLADONIA RANGIFORMIS\V1 ETAC.D\V1 ETAC.MZDATA XML
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Prilog 44. (EI)MS spektar metil-orselinata

1004 150
?
501 122 182
4
X 69 °
ol 4145 ',5| 157,61 1y |71 77 8185 .l 109 ,|,| 134 139 | 165 ]

40 50 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190
(Text File) Component at scan 3484 (24.486 min) [Model = +150u] in D:\ PELTIGERA HORIZONTALIS\PH P ETAC.D\PH P ETAC.MZDATA XML

Prilog 45. (EI)MS spektar evernini¢ne kiseline

100 164

182

e

501 136

44 82 148 | | 238

65 77 108
: .|.|||

51
O0-—t++ !I'I' l. sl ety 4 t T T T T T T T T T
40 50 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
(Text File) Component at scan 3570 (24.965 min) [Model = +164u] in D:\RC ETAC.D\RC ETAC.MZDATA XML

Prilog 46. (EI)MS spektar lauril-akrilata

100+

vy

50+

168
151 |,,175 184 193 211 222 238

0- T T T t T T T T T T T
40 50 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

(Text File) Component at scan 3588 (25.065 min) [Model = +55u] in D:\ PELTIGERA HORIZONTALIS\PH P ETAC.D\PH P ETAC.MZDATA. XML
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Prilog 47. (EI)MS spektar atrari¢ne kiseline

1004 136
164
7
50 196
79 107
53 67 | | 83 | |
oL e 0 0emes Moz llwesas e N
40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210
(Text File) Component at scan 3681 (25.588 min) [Model = +136u] in D:\ CLADONIA RANGIFORMIS\V1 ETAC.D\V1 ETAC.MZDATA. XML
Prilog 48. (EI)MS spektar 3-metilorselinske kiseline
1004 150
7 168
50 122
94
66
53
77 109
ot ,.6.3.|,I|, JL8es ol I8 1O L e ,
40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
(Text File) Component at scan 3840 (26.476 min) [Model = +150u] in D:\RC ET.D\RC ET.MZDATA.XML
Prilog 49. (EI)MS spektar 2-hidroksi-4-metoksi-3,5,6-trimetilbenzoeve kiseline
1004 150
178
196
?
50
107
w7 91 135
121
53 65 89 | | 163 | |
0 ; ‘.".4 =|I| |67 . I.|I|.6|9'73 | Ll |! ||||9|8' il ||' |! || N |. . i ! |. . ; . . .
40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210

(Text File) Component at scan 3924 (26.944 min) [Model = +150u] in D:\RC ETAC.D\RC ETAC.MZDATA XML
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Prilog 50. (EI)MS spektar metil-palmitata

100] o
87
504 ?
55
57 75 143
63
53 83 101 129
7 38 97 115
o x 5131 I’nl 8171|le 1 715 811.111 l = o = 1]1 1y 125 I{ = Il -
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
(Text File) Component at scan 5196 (30.174 min) [Model = +74u] in D:\R CAPITATA.D\R CAPITATA MZDATA XML
Prilog 51. (EI)MS spektar metil-linoleata

y 81

100 &7
95
50+ ?
55
109
% 3 180
il Ll
173
. | o s P e I |

40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

(Text File) Component at scan 5005 (32.991 min) [Model = TIC] in D:\ RC DHM.D\RC DHM.MZDATA. XML

Prilog 52. (EI)MS spektar rangiformne kiseline

1004

501 43
0_

40

60

81
69

74

80

95

10

109

0

154 168

137

140

120 160

182

180

196
210
220
228 249
200 220 240

?
290 322
262
280 308 337
l | 350 368
0 Y R
260 280 300 320 340 360 380 400

(Text File) Scan 6614 (41.991 min) in D:\ CLADONIA RANGIFORMIS\V1 ETAC.D\V1 ETAC.MZDATA. XML



Prilog 53. (EI)MS spektar usninske kiseline

1004 233
260
501 ?
344
217
43 69 8391 115 161
| 55 59 891 103 115 128 139 149 161 475 189 1 241 283 301311 329

ol il sl Lt W) J it gl 4 . z Q 3™

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

(Text File) Component at scan 6834 (43.223 min) [Model = +232u] in D:\RC ETAC.D\RC ETAC.MZDATA XML
Prilog 54. (EI)MS spektar sterola 1
363
1004
?
50
69
337
211
169 185 197 378
253
| 203 237

o 1 | || '|||| |I: ||| . 2?'9 ZQS' . . |' 'l |'

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

(Text File) Component at scan 7036 (44.350 min) [Model = +363u] in D:\ PELTIGERA HORIZONTALIS\V2 ETAC.D\V2 ETAC.MZDATA. XML

Prilog 55. (EI)MS spektar sterola 2

100+

50-

0-

40
(Text File) Component at scan 7157 (45.027 min) [Model = +253u] in D:\PELTIGERA HORIZONTALIS\V2 ETAC.D\V2 ETAC.MZDATA XML
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N3JABA O AYTOPCTBY

H3jaBipyjem na je TOKTOpCKa JUCcepTaIiyja, Mo/ HacI0BOM

AHa/IH32 XeMHjCKOT cacTaBa M OHOJIOMIKEe aKTHBHOCTH Inmajesa Ramalina capitata
(Ach.) Nyl., Peltigera horizontalis (Hudson) Baumg. u Cladonia rangiformis Hoffm.

Koja je onbpamena Ha I IpuporHo-mMaTemaTiakoM (axyareTy YHusepsurTera y Humry:

® pe3yaTaT CONMCTBEHOI UCTPAXHUBAYKOT Pasa;

e la OBy JAUCEPTAllMjy, HH y II€JIMHH, HATH y IEJOBMMA, HHCAM IIpHjaBJbUBao/jla Ha
IpyruM GaKyaTeTuMa, HUTH YHUBEP3UTETHMA;

e 1a HHCaM IIOBPEIHO/IAa ayTOpCKa MpaBa, HUTH 3JI0YNOTpeOWO/Ta HWHTENEKTYyalHy
CBOJHHY JIPYTHX JIUIIA.

Jlo3BoJbaBaM Jia ce o6jaBe MOjH JIMYHU TIOJAllM, KOjH Cy Yy BE3W ca ayTOpPCTBOM H
Jqo0HjameM aKaJIeMCKOT 3Barba JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME U Mpe3uMe, TOJUHA U MECTO
pohema u naryMm oabpaHe pana, ¥ TO y Katanory bubnuoreke, JIATHTATHOM PENO3UTOPH]yMY
VYuupepsurera y Huiry, kao u 'y nyOnukanujama Y HuBeps3urera y Humry.

YV Humry, 05 0. A021 .

[Totmuc ayropa aucepraiyje:

U Aol

Jp Virana C. [iumutpujesuh




N3JABA O HCTOBETHOCTH IITAMITAHOI' U EJIEKTPOHCKOI' ObJIMKA
JOKTOPCKE JUCEPTAIIUJE

Hacnos mucepranmje:

AHAJIH3a XEMHjCKOT CacTaBa U OMOJIONIKE aKTHBHOCTH JinajeBa Ramalina capitata
(Ach.) Nyl., Peltigera horizontalis (Hudson) Baumg. u Cladonia rangiformis Hoffm.

UsjaBbyjeM 1a je eneKTPOHCKH OOJHK Moje JOKTOpCKe IucepTaiuje, Kojy cam
npeao/na 3a yHouewe y Jururaann peno3uropujym YHusepsurera y Humy, ucroseran
IITAMITAHOM OOJIHKY.

YV Humy, ©05.0%. 2011 .

[Totmuc ayropa aucepraiyje:

U oo nohee o S
Hp Urana C. HHM/HTijeBuh




U3JABA O KOPUII'REDY

Opnamhyjem VYauBep3utrercky Oubnuorexy ,Hukona Tecma® ma y [lururtanzaum
perno3uTopujyM YHuBep3uTeTa y HUmry yHece Mojy TIOKTOPCKY AUCEPTALU]y, IO HAaCIOBOM:

AHaJIN3a XeMHjCKOT cacTaBa u 0MOJIONMIKe aKTUBHOCTH Jinniajesa Ramalina capitata
(Ach.) Nyl., Peltigera horizontalis (Hudson) Baumg. u Cladonia rangiformis Hoffm.

Jlucepranujy ca CBEM IPUJIO3UMa IIPeIao/jia caM y eIeKTPOHCKOM OOJIHKY, IIOTOJHOM
3a TpajHO apXHUBHpAIE.

Mojy IOKTOPCKY QHCEPTalHjy, YHETY y JIATUTAIHE PENO3UTOPHjyM Y HUBEP3UTETA Y
Huiy, Mory KOpUCTHTH CBH KOjH TOINTYjy ojpeade caapkaHe y ona0dpaHOM THITY JTHICHIE
Kpearusne 3ajennune (Creative Commons), 3a KOjy caM ce 0JTy4Ho/Ta.

1. Aytopctso (CC BY)

2. AytopctBo — HekoMepIjanHo (CC BY-NC)

| 3. AyropcTBo — HekomepiujaiaHo — 0e3 npepage (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCcTBO — HEKOMEPIHjaTHO — NenuTy noj uctum yciosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcetBo — 6e3 npepazne (CC BY-ND)
6. AytopctBo — genutd nox uctum ycinosuma (CC BY-SA)

YV Humry, (5. 0%, 202].

[Totnuc ayropa nucepranuje:

. ynnispuply A

Jlp MiBana C. lumu{pujesuh
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