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ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST RAZLICITIH EKSTRAKATA
BILJKE GENTIANA ASCLEPIADEA L.

V. Mihailovi¢', Neda Niéiforovi¢', Slavica Solujic¢’,
M. Stankovié', M. Mladenovié', Violeta Ninkovié®

Izvod: U ovom radu ispitivana je antioksidativna aktivnost metanolskog,
hloroformskog, etil acetatnog i n-butanolskog ekstrakta korena biljke G. asclepiadea,
kao i koli¢ina ukupnih fenola, flavonoida i flavonola. Najve¢i sadrzaj ukupnih fenola i
flavonola odreden je u etil acetatnom ekstraktu, dok najvecu koli¢inu flavonoida sadrzi
metanolski ekstrat. Etil acetatni ekstrakt pokazuje najvecu ukupnu antioksidativnu
aktivnost koja iznosi 401,3 mgAA/g, kao 1 najveéi stepen inhibicije lipidne
peroksidacije sa vredno$¢u ICso od 40,9 pg/mL. Dobijeni rezultati ukazuju da etil
acetatni ekstrakt moZe biti izvor prirodnih antioksidanata i moZe na¢i primenu u
biologkim sistemima i prehrambenim proizvodima.

Kljuéne reéi: Gentiana asclepiadea L., antioksidativna aktivnost, lipidna
peroksidacija, ukupna antioksidativna aktivnost, fenolna jedinjenja

Uvod

Autooksidacija nezasi¢enih masti u prisustvu molekulskog kiseonoka dovodi do
hemijske modifikacije lipida i promene kvaliteta lipida. Ovaj proces je iniciran
enzimom lipooksigenazom, zagrevanjem, jonizuju¢im zraenjem, svetlo§¢u, metalnim
jonima i katalizom metalo-proteinima (Shahidi i Wanasundara, 1992). Oksidativno
kvarenje masti i ulja u prehrambenim proizvodima sprecava se sintetickim
antioksidansima kao $to su butilovani hidroksianizol (BHA), butilovani hidroksitoluen
(BHT) i terc-butilovani hidroksihinon (TBHQ) (Daker i sar., 2008). Novija istrazivanja
pokazuju toksi¢nost sintetiCkih antioksidanasa, kao Sto su BHA i TBHQ, stoga, sve
vedi interes se pokazuje za primenom prirodnih antioksidanasa kao neSkodljivih aditiva
(Gharavi i sar., 2007). Istrazivanja su pokazala da ekstrakti zaCinskih, aromati¢nih i
drugih biljaka su bogati izvori polifenola koji usporavaju oksidativne degradacije
lipida i znacajno poboljsavaju kvalitet i nutritivne vrednosti hrane (Amarowicz i sar.,
2004) §to je osnova njihove primene u industriji prehranbenih proizvoda.

Gentiana asclepiadea L. pripada rodu Gentiana (Gentianaceae) koji se odlikuje
prisusvom sekoiridoida kao gorkih komponenti (svercijamarin, genciopikrozid, sverozid
i amarogencin, Jiang i sar., 2005) a primenu nalaze u alkoholnim i bezalkoholnim
pi¢ima (Aberham i sar., 2011). Gentiana asclepiadea u narodu je poznata kao ,,trava od
Zutice* a njen koren tradicionalno se upotrebljava kao lek za Zuticu (Sari¢, 1989). Cilj
ovog rada je da se odredi antioksidativna aktivnost metanolskog ekstrakta korena biljke
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G. asclepiadea, kao i hloroformske, etil acetatne i n-butanolske frakcije ovog ekstrakta.
Takodje, odredene su koliéine ukupnih fenola, flavonoida i flavonola.

Materijal i metode rada

Biljni materijal i priprema ekstrakata

Biljka je sakupljena na planini Jadovnik (Gostun-Kumanica, na granici Srbije sa
Crnom Gorom), u oktobru 2008. godine. Sistematizacija i identifikacija biljke (broj
vaudera 16337) izvriena je u Botani¢koj basti BioloSkog fakulteta, Univerziteta u
Beogradu. Osufen koren biljke (105 g) ekstrahovan je metanolom u Soksletovom
aparatu za ekstrakciju, u toku 12 h. Dobijeni ekstrakt je koncentrovan pod vakumom,
pri &emu je dobijeno 105 g ekstrakta (MeOH). Tako dobijeni ekstrakt (16,3 g) rastvoren
je u 500 mL destilovane vode, a zatim sukcesivno ekstrahovan hloroformom (3 x 100
mL), etil acetatom (3 x 100 mL) i na kraju »n-butanolom (3 x 100 mL). Ekstrakti su
koncentrovani na vakumu do suvog ostatka, pri ¢emu je dobijeno 0,45 g hloroformskog
(CHCl), 0,16 g etil acetatnog (AcOEt) i 2,17 g n-butanolskog (n-BuOH) ekstrakta.
Ekstrakti su ostavljeni na tamnom mestu na 4 °C do daljeg kori$¢enja.

Odredivanje sadrZaja ukupnih fenola, flavonoida i flavonola

Koli¢ina ukupnih fenola odredena je Folin—Ciocalteu metodom (Singleton 1 sar.,
1999). Ukupni fenoli su izraZeni kao ekvivalenti galne kiseline, tj. mg GA/g ekstrakta.

Ukupne kolidine flavonoida i flavonola odredene su spektrofotometrijiskim
metodama pomoéu AlICl;. Sadrzaj flavonoida u ekstraktima odreden je po metodi koju
su opisali Brighente i sar. (2007), a flavonola po metodi koju su opisali Kumaran 1
Karunakaran (2007). Koli¢ina flavonoida i flavonola izraZena je u ekvivalentima rutina
(mg RU/g ekstrakta). Sva odredivanja vrSena su u tri ponavljanaja, a rezultati su dati
kao srednja vrednost tri merenja ( + standardna devijacija).

Antioksidativna aktivnost ekstrakata

In vitro antioksidativna aktivnost ekstrakata ispitivana je metodama ukupne
antioksidativne aktivnosti i inhibicije lipidne peroksidacije.

Ukupna antioksidativna aktivnost dobijenih ekstrakata odredena je metodom
pomoéu fosformolibdena (Prieto i sar., 1999). Metoda se zasniva na redukciji Mo (VI)
do Mo (V) pomocu antioksidanasa pri ¢emu dolazi do formiranja fosfat/Mo (V)
kompleksa u kiseloj sredini. 0,3 mL uzorka ekstrakta (1 mg/mL) pomeSa se sa 3 mL
reagens rastvora (0,6 M sumporna kiselina, 28 mM natrijum fosfat i 4 mM amonijum
molibdat). Dobijene smese inkubiraju se na 95 °C u toku 90 minuta. Nakon hladenja
uzoraka do sobne temperature, meri se apsorbanca na 695 nm na spektrofotometru, u
odnosu na slepu probu. Kod slepe probe umesto ekstrakta dodat je metanol (0,3 mL).
Askorbinska kselina (AA) koris¢ena je kao standard, a ukupna antioksidativna aktivnost
izraZena je u miligramima AA po gramu suvog ekstrakta.

Metoda inhibicija lipidne peroksidacije se zasniva na gvoZde katalizovanoj
reakciji razlaganja hidroperoksida, pri kojoj se Fe’* oksiduje do Fe®, &ija se
koncentracija moZe odrediti merenjem apsorbance na 500 nm uz dodatak NH,SCN (Hsu
i sar., 2008). Napravi se serija dvostrukih razblaZenja uzorka. U 0.5 mL uzorka se doda
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2,5 mL emulzije linoleinske kiseline (0,2804 g linoleinske kiseline i 0,2804 g Tween 40
u 50 mL fosfatnog pufera, pH=7,0) i smeS$a se inkubira u mraku na temperaturi od 50 °C
u toku 72 h. Nakon toga se 0,1 mL smeSe pomeSa sa 4,7 mL etanola (75%), 0,1 mL
NH4SCN (30%) i 0,1 mL FeSO4 (20mM), meSa 3 min i meri apsorbanca na 500 nm (u
odnosu na slepu probu koja umesto uzoraka i emulzije linoleinske kiseline sadrzi iste
zapremine etanola). Inhibicija lipidne peroksidacije se izraCunava prema jednadini:

%inhibicije=((Ak-Au)/Ak)x100

Ak je apsorbanca kontrole, koja se priprema kao i uzorci, samo $to se umesto ispitivanog
rastvora dodaje ista zapremina etanola, a Au predstavlja absorbancu uzorka. Vrednost 1Cs,
koja se definise kao koncentracija ispitivanog uzorka koja lipidnu peroksidaciju inhibira za

50%, izrazena kao pg/mL ekstrakta, izraCunata je preko sigmoidne ,,dose-response” krive
postupkom nelinearne regresije, koriS¢em softvera za analizu podataka Origine 8. Svi
rezultati su dati kao srednja vrednost tri merenja (= standardna devijacija).

Rezultati istrazivanja i diskusija

Fenolna jedinjenja predstavljaju veliku grupu sekundarnih metabolita biljaka, pocev
od jednostavnih molekula, kao $to su fenolne kiseline, do kompleksnih jedinjenja kao
§to su flavonoidi, flavonoli, proantocijanidini. Antioksidativnhe osobine ove grupe
jedinjenja uzrokovane su njihovim redoks osobinama, mogu¢noscu helatizacije metala
ili ,hvatanja” radikalskog kiseonika (Xu 1 sar., 2010). Sadrzaj ukupnih fenola,
flavonoida i flavonola u ekstraktima korena biljke G. asclepiadea dat je u Tabeli 1. Na
osnovu dobijenih rezultata moze se konstatovati da se najveci sadrzaj ukupnih fenola i
flavonola nalazi u etil acetatnom ekstraktu korena biljke i iznosi 146,6 mgGA/g ukupnih
fenola i 22,7 mgRU/g flavonola. Najvecéa koli¢ina ukupnih flavonoida od 52,0 mgRU/g
zabeleZena je u metanolskom ekstraktu korena biljke.

Rezultati antioksidativne aktivnosti razliCitih ekstrakata korena G. asclepiadea
ispitivanih in vitro metodama dati su u Tabeli 2. Medu ispitivanim ekstraktima etil acetatni
ekstrakt je pokazao najveci ukupni antioksidativni kapacitet koja iznosi 401,3 mgAA/g, kao i
najvedi stepen inhibicije lipidne peroksidacije sa vrednoscu ICsy od 40,9 pg/mlL.

Tabela 1. Sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida i flavonola u ekstraktima korena biljke G.

asclepiadea
Table 1. The total phenolic, flavonoid and flavonols contents in root extracts of G.
asclepiadea
Ukupni fenoli mg Ukupni flavonoidi mg Ukupni flavonoli mg
Ekstrakti GAE/g ekstrakta RU/g ekstrakta RU/g ekstrakta
Extrakts Total phenolic content Flavonoid content mg Flavonols content mg
mg GAE/g dry extract RU/g dry extract RU/g dry extract
MeOH 27,8+2,5 52,0+2,0 52+04
CHCl, 76,6 + 2,6 17,5+1,6 4,5+0,7
AcOEt 146,6 + 7,5 44,6 +0,2 22,7+ 1,4
n-BuOH 73:51,5 29,4+0,2 15,3+ 1,0
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Pored AcOEt frakcije znacajnu antioksidativnu aktivnost pokazali su 1 CHCl; i n-
BuOH frakcije, ispoljavajuci priblizno isti nivo inhibicije lipidne peroksidacije. Visok
antioksidativni potencijal AcOEt ekstrakta moze se dovesti u vezu sa visokim
sadrzajem fenola i flavonola u ispitivanom ekstraktu. Antioksidativna aktivnost
ckstrakata komparirana je sa prirodnim antioksidansima, galnom kiselinom i a-
tokoferolom, pri ¢emu je zapaZeno da su CHCls, AcOEt i n-BuOH ekstrakti pokazali
veéi stepen inhibicije lipidne peroksidacije (manje 1Csg vrednosti) od galne kiseline, a
znatno slabiju aktivnost od a-tokoferola.

Tabela 2. Antioksidativna aktivnost ekstrakata korena biljke G. asclepiadea
Table 2. Antioxidative activity of root extracts of G. asclepiadea

Ekstrakti i Ukupni antioksidativni kapcitet Inhibicija lipidne peroksidacije,
. ICso (ng/mL)
standardi (mg AA/g ekstrakta) : Inhibitory activity toward lipid
Extrakts and Total antioxidant capacity P
peroxidation,
standars (mg AA/g dry extract) ICsp (ug/mL)
MeOH 68,5+ 0,5 439,3 + 18,0
CHCly 3258+ 12,8 1832+ 11,5
AcOEt 401,3 £22,5 41,0+ 3,6
n-BuOH 318,7 = 15,1 116,9 = 8,9
Galna kiselina - 2554+ 11,7
a-Tokoferol - 0.5+0.1
Zakljucak

U ovom radu prikazani su orginalni rezultati, po prvi put, antioksidativne aktivnosti
ekstrakata korena biljke G. asclepiadea, u cilju selektivne analize antioksidativne
aktivnosti ekstrakata razli¢ite polarnosti.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljugiti da ispitivani ekstrakti, posebno etil
acetatni ekstrakt, poseduju visok stepen antioksidativne aktivnosti §to daje povoda
daljim istrazivanjima ove biljke u svrhu odredivanja obima primene kao prirodnog
antioksidansa u prehranbenim proizvodima.

Napomena: Istrazivanja u ovom radu deo su projekta STAR AAP 024 koji finansira
Ministarstvo poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede, Republike Srbije.
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THE ANTIOXIDANT ACTIVITY OF DIFFERENT EXTRACTS
GENTIANA ASCLEPIADEA L.

V. Mihailovié', Neda Niéiforovié', Slavica Solujié',
M. Stankovié', M. Miladenovié!, Violeta Ninkovié

Abstract

In this study was investigated antioxidant activity of methanol, hloroform, ethyl
acetate and n-butanol roots extracts of G. asclepiadea, as well as the amounts of total
phenols, flavonoids and flavonols. The highest content of total phenols and flavonols
was determined in the ethyl acetate extract, while the methanol extract contained the
largest amount of flavonoids. Ethyl acetate extract showed the highest total antioxidant
activity of 401.3 mgAA/g and the highest inhibitory activity toward lipid peroxidation
with ICs, value of 40.9 pg/mL. These results showed that ethyl acetate extract can be a
source of natural antioxidants and may find application in biological systems and food
products. ‘

Key words: Gentiana asclepiadea L., antioxidant activity, lipid peroxidation, total
antioxidant activity, phenolic compounds
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