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ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST
TRI BILJNE VRSTE RODA VERBASCUM

Neda Nidéiforovié, V. Mihailovié, M. Mladenovic,
Slavica Soluji¢, M. Stankovié', Dragana Ivanovié®

Izvod: Cilj rada je da se ispita koligina fenola i flavonoida, kao i antioksidativna
aktivnost metanolskih ekstrakata biljaka Verbascum phlomoides L., Verbascum thapsus
L. i Verbascum nigrum L. iz roda Verbascum (Scrophulariaceae) kao potencijalnih
izvora prirodnih antioksidanasa/ konzervanasa. Najveca koligina fenola od 96,5 mg
GA/g identifikovana je u ekstraktu biljke V. thapsus a najveéa kolitina flavonoida od
45.6 mg RU/g identifikovana je u ekstraktu biljke V. nigrum. Visok nivo ukupne
antioksidativne aktivnosti koja iznosi 445.5 mg AA/g i DPPH ,skevindZzer” aktivnost

od ICs=63.7 pg/mL pokazao je ekstrakt biljke V. thapsus.
- Kljuéne reti: Verbascuni, ukupni fenoli, flavonoidi, antioksidativna aktivnost
Uvod

Ukoliko se zanemari kvarenje pod dejstvom mikroorganizama, pogorsanje kvaliteta
hrane koje se desava prilikom prerade i skladiStenja, dovodi se u vezu sa prisustvom
kiseonika i oksidatvnim procesima (Lin i sar., 2006). Ove reakcije su Cesto katalizovane
jonima gvozda i bakra, odigravaju se razli¢itim mehanizmima i najéesce daju slobodne
radikale. Pri oksidativnim procesima moze do¢i do degradacije svih biomolekula, ali
uglavnom su to lipidi, ugljeni hidrati i proteini (Hinneburg i sar., 2006) . Promene
izazvane kiseonikom i tragovima metala najCesce uslovljavaju nepoZeljne promene u
boji, ukusu i aromi; smanjuju hranljivu vrednost namirnice, a u odredenim slu¢ajevima
deluju i toksi¢no na goveka (Veres, 1991).

Antioksidansi su redukujuce supstance koje odrzavaju redoks potencijal na niskom
nivou, inhibiraju slobodne radikale i spretavaju ili zaustavljaju lanCane reakcije usled
kojih bi nastala jedinjenja koja bi nepoZeljno uticala na odredene karakteristike
namirnica (Vere§, 1991). Upotreba sinteti¢kih antioksidanasa dovedena je u vezu sa
zdravstvenim rizicima, $to je rezultiralo strogim propisima za upotrebu sinteti¢kih
antioksidanasa (Hettiarachchy i sar., 1996). U novije vreme interes za prirodne
antioksidanse znagajno raste, Mmnoge naudno-istrazivatke studije ukazuju na vecu
efikasnost i zdravstvenu bezbednost prirodnih antioksidanata izolovanih iz biljaka
(Yanishlieva i sar., 2006).

Od davnina, zalinsko i lekovito bilje je dodavano razli¢itim vrstama hrane radi
poboljianja ukusa i antioksidativnog kapaciteta. Biljke su bogat izvor prirodnih
antioksidanasa, u koje spadaju tokoferoli, vitamin C, Kkarotenoidi i biljni fenoli (Shahidi,

! prirodno-matematicki fakultet, Univerzitet u Kragujevcu, Radoja Domanoviéa 12, 34000
Kragujevac, Srbija (nneda@kg.ac.rs
2 Institut za javno zdravije Kragujevac, Nikole Pasiéa 1, 34000 Kragujevac, Srbija
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1997). Mnoga istraZivanja govore o vezi antioksidativne aktivnosti prirodnih proizvoda
sa koli¢inom prisutnih fenolnih jedinjenja (Velioglu i sar., 1998)

Rod Verbascum je najveéi rod iz familije Scrophulariaceae sa preko 250 vrsta
rasprostranjenih §irom sveta. U Srbiji rastu 23 vrste (Sari¢, 1992). Verbascum je rod
divizma u narodu poznat i kao beloperka, divlji tabak, sve¢nik, lepuh, Zutocvet, vuéji
rep.

Cilj ovog rada je da se ispita antioksidativna aktivnost biljaka Verbascum
phlomoides L. (sveénjak), Verbascum thapsus L. (velika divizma) i Verbascum nigrum
L. (crna divizma) odredivanjem ukupne antioksidativne aktivnosti i DPPH ,,skevindZer”
aktivnosti metanolskih ekstrakata odabranih biljaka. Odredene su i koli¢ine ukupnih
fenolnih jedinjenja i flavonoida.

Materijal i metode rada

Biljni materijal i priprema ekstrakata

BlIljni material je sakupljen na razliitim lokacijama u Srbiji u septembru 2010.
godine. V. nigrum L.: Crna Bara, Zasavica; V. thapsus L.: Trgoviste, dolina reke P¢inje;
V. phlomoides L.. Ploge, Suva planina. OsuSen biljni material je ekstrahovan
metanolom, dobijeni ekstrakt je filtriran i koncentrovan pod vakumom.

Odredivanje sadrZzaja ukupnih fenolnih jedinjenja

Koli¢ina ukupnih fenola odredena je Folin—Ciocalteu metodom (Singleton i sar.,
1999). Biljni ekstrakti su razblaZeni do koncentracije od 1 mg/mL i 0,5 mL ekstrakta
pomesano je sa 2,5 mL Folin—Ciocalteu reagensa (prethodno desetostruko razblaZenog)
i 2 mL NaHCO; (7.5%). Nakon 15 min stajanja na 45 °C merena je apsorbanca na 765
nm, u odnosu na slepu probu. Ukupni fenoli su izraZeni kao ekvivalenti galne kiseline
(mg GA/g ekstrakta). Rezultati su izraZeni kao srednja vrednost tri analizirana uzorka.

Odredivanje sadrzaja flavonoida

Ukupna koli¢ina flavonoida odredena je po metodi koju su opisali Brighente i sar.
(2007). Zapremina od 0,5 mL 2% aluminijum hlorida (AICl;) u metanolu pome$ana je
sa istom zapreminom metanolnog rastvora ekstrakarta. Nakon 1 h stajanja na sobnoj
temperaturi, apsorbance uzoraka su merene na 415 nm na spektrofotometru u odnosu na
slepu probu uzorka. Ukupni flavonoidi su izraZeni kao ekvivalenti rutina (mg RU/g
ekstrakta). Rezultati su izraZeni kao srednja vrednost tri analizirana uzorka.

Odredivanje ukupne antioksidativne aktivnosti

Ukupna antioksidativna aktivnost dobijenih ekstrakata odredena je metodom
pomocu fosfomolibdena (Prieto i sar., 1999). Metoda se zasniva na redukciji Mo (VI)
do Mo (V) pomodu 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
rastvora reagensa (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 dodaje se metanol (0,3 mL).
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Kao standard kori¥¢ena je askorbinska kiselina (AA), a ukupna antioksidativna
aktivnost izraZena je u miligramima AA /po gramu suvog ekstrakta.

Odredivanje DPPH ,,skevindZer” aktivnosti

DPPH ,skevindZer” aktivnost odredena je po metodi koju su opisali Kumarasamy 1
saradnici (2007). DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal) rastvoren je u metanolu u
koncentraciji 80 g/mL. Napravljene su serije dvostrukih razblaZenja uzoraka od
osnovnog rastvora koncentracije 1 mg/ml. Rastvori uzoraka i DPPH' su zatim pomesani
u jednakom odnosu (po 2 mL od svakog) i takva smeSa ostavljena je 30 min na sobnoj
temperaturi, u mraku, nakon Cega je merena apsorbanca na 517 nm. Askorbinska
kiselina i BHT su kori$éeni kao referentni standardi. Pripremljena je i kontrola koja,
umesto rastvora uzorka, sadri 2 mL metanola. DPPH ,,skevindZer” aktivnost izraunata
je po jednacini:

% Iahtbictfe = 2E_ 2R 109
Ak
gde su: Ak — koncentracija kontrole; Au-koncentracija uzorka.

- Vrednost ICs, koja se definie kao koncentracija ispitivanog uzorka koja redukuje
koncentraciju DPPH radikala za 50%, izraZzena kao g/mL ekstrakta, izraunata je
preko sigmoidne ,,dose-response” krive postupkom nelinearne regresije, kori$¢enjem
softvera za analizu podataka Origine 8.

Rezultati istraZivanja i diskusija

Rezultati odredivanja ukupnih fenolnih jedinjenja dati su u Tabeli 1. Najveca
koli¢ina ukupnih fenola odredjena je u metanolskom ekstraktu biljke V. thapsus 1
iznosi 96,5 mg GA/g ekstrakta, dok je kod biljaka V. nigrum i V. phlomoides
identifikovana koli¢ina od 82,1mg GA/g i 80,5 mg GA/g. Najveca koli¢ina flavonoida
odredena je u metanolskom ekstraktu biljke V. nigrum i iznosi 45,6 mg RU/g, dok suu
ekstraktima biljaka V. phlomoides i V. thapsus nadene duplo manje koli¢ine koje iznose
22,8 mg RU/g , odnosno 21,9 mg RU/g.

Rezultati ukupne antioksidativne aktivnosti odredeni fosfomolibdenskom metodom
predstavljeni su u Tabeli 1. Najve¢i ukupni antioksidativni kapacitet pokazuje
metanolski ekstrakt biljke V. thapsus sa 445,5 mgAA/g, a neznatno niZu aktinost
pokazuju ekstrakti biljaka V. nigrum (356,0 mgAA/g)i V. phlomoides (312,9 mgAA/g),
§to je u saglasnosti sa rezultatima ukupne koli¢ine fenolnih jedinjenja. Redosled
aktivnosti biljaka prema rezultatima za koli¢inu fenolnih jedinjenja i rezultatima za
ukupnu antioksidativnu aktivnost je slede¢i: V. thapsus > V. nigrum > V. phlomoides,
§to je u potpunoj saglasnosti sa nau¢nim radovima koji potvrdjuju meduzavisnost
antioksidativne aktivnosti i koli¢ine fenolnih jedinjenja prisutnih u biljci (Velioglu i
sar., 1998; Burns i sar., 2000; Prior i sar.,1998).

Jedinjenja koja mogu da doniraju protone ili elektrone DPPH" radikalu mogu se
smatrati antioksidansima i ,,sakupljadima” slobodnih radikala. Antioksidanti u reakciji
sa DPPH" radikalima vr$e njihovu redukciju do Zuto obojenog difenilpikrilhidrazina, Sto
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dovodi do smanjenja apsorbancije na 517 nm. Stepen dekolorizacije ljubiCaste boje
DPPH ukazuje na ,skevindZer” potencijal ispitivanog antioksidansa. Rezultati
odredivanja ,,skevindzer” potencijala ispitivanih ekstrakata predstavljeni su u Tabeli 2.
Sva tri ispitivana biljna ekstrakta pokazuju visoku sposobnost redukcije DPPH radikala,
u komparaciji sa standarnim antioksidansima. Bolju aktivnost pokazuju metanolski
ekstrakti biljaka V. thapsus (IC5p=63,7 g/mL) i V. phlomoides (1C5=65,9 g/mL), dok
je metanolski ekstrakt V. nigrum pokazao nesto slabiju aktivnost, iako sadrZi najveéu
koli¢inu flavonoida.

Tabela 1. Koli¢ina ukupnih fenola, flavonoida i ukupna antioksidativna aktivnost
metanolskih ekstrakata biljaka V. phlomoides, V. thapsus i V. nigrum
Table 1. Total phenolic content, flavonoid content and total antioxidant capacity of V.
hlomoides, V. thapsus and V. nigrum methanol extracts

Ukup;; 211;;); 1cma Koli¢ina Ukupna antioksidativna
Biljka Total phenolic flavonoida aktivnost
Plant content Flavonoid content Total antioxidant capacity
(mgGA/g) (mgRU/g) (mgAA/g)
V. phlomoides 80,5 22,8 312,9
V. thapsus 96,5 21,9 4455
V. nigrum 82,1 45,6 356,0

Tabela 2. DPPH ,,skevindZer” aktivnost metanolskih ekstrakata biljaka V. phlomoides,
V. thapsus i V. nigrum
Table 2. DPPH scavenging activity of V. phlomoides, V. thapsus and V. nigrum
methanol extracts

V. phlomoides V. thapsus V. nigrum AA BHT
IC L
so (pg/mE) 65,9 63.7 738 6.0 16,0
Zakljudak

U svetlu prezentovanih eksperimentalnih rezultata, moZe se zakljuliti da su biljke
V. thapsus, V. phlomoides i V. nigrum dobri izvori sekundarnih metabolita koji pokazuju
znalajan nivo antioksidativne aktivnosti. To je dovoljan razlog da se nastave dalja
ispitivanja, u smislu identifikacije kvantitavno najzastupljenijeg jedinjenja, sa visokim
antioksidativnim potencijalom. Takode, takvo jedinjenje bilo bi predmet in vivo
eksperimenta, u cilju odredivanja njegove primene kao potencijalnog antioksidansa u
prehranbenim proizvodima.

Napomena: IstraZivanja u ovom radu deo su Star projekta AAP 024 koji finansira
Ministarstvo poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede Republike Srbije.
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THE ANTIOXIDANT ACTIVITY OF THREE PLANT SPECIES
OF THE VERBASCUM GENUS

Neda Niéiforovié¢, V. Mihailovi¢, M. Mladenovic,
Slavica Soluji¢, M. Stankovié', Dragana Ivanovié®

Abstract

The aim of this study was to examine the total phenolic and flavonoid content, and
antioxidant activity of methanol extracts of plants Verbascum phlomoides L.,
Verbascum thapsus L. and Verbascum nigrum L. of the genus Verbascum
(Scrophulariaceae) as a potential sources of natural antioxidants/preservatives. The
highest total phenolic content was found in V. thapsus (96.5 mg GA/g), wheres the
largest amount of flavonoids was present in V. nigrum methanolic extract (45.6 mg RU).
The highest total antioxidant capacity (445.5 mg AA/g), as well as DPPH scavengimg

activity (ICsp=63.7 pg/mL) was determined for V. thapsus methanolic extract.

Key words: Verbascum, total phenolics, flavonoids, antioxidant
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