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ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST, SADRZAJ FENOLNIH
JEDINJENJA I KONCENTRACIJA FLAVONOIDA
U EKSTRAKTIMA BILJKE Teucrium polium L.

M. S. Stankovié, Marina Topuzovid,
Slavica Solujié, Neda Niéiforovié, V. Mihailovi&?

Izvod: Antioksidativna aktivnost, koncentracija ukupnih fenolnih Jjedinjenja i
flavonoida utvrdeni su spektrofotometrijskim metodama u ekstraktima biljke Teucrium
polium L. Za analize je kori¥¢eno pet razliih ekstrakata dobijenih ekstrakcijom vodom,
metanolom, acetonom, etil acetatom i petrol etrom. Koncentracija ukupnih fenolnih
Jjedinjenja je odredena pomoéu Folin-Ciocalteu reagensa i dobijene vrednosti su u
opsegu od 17.99 do 124.92 mg GA/g ekstrakta. Koncentracija flavonoida u ekstraktima
biljke 7. polium je u opsegu od 6.97 do 78.82 mg RU/g ekstrakta. Antioksidativna
aktivnost je odredena in vitro pomoéu DPPH reagensa. Najveéu antioksidativnu
aktivnost ispoljava vodeni i metanolni ekstrakt. Dobijene vrednosti pokazuju da su neki
ekstrakti bilike T. polium veoma bogat izvor fenolnih jedinjenja sa sna¥nom
antioksidativnom aktivno$éu.

Klju¢ne reéi: Teucrium polium L., antioksidativna aktivnost, fenolna jedinjenja,
flavonoidi;

Uvod

Teucrium polium L. (Lamiaceae) Je viSegodisnja biljka sa umereno razgranatim
stablom visine od 10 do 40 c¢m i listovima koji su sedeéi, ovalno-izduZeni i nauzubljeni.
Cvetovi bele do svetlo roze boje, organizovani su u dihazijume koji su gusto grupisani
pri samom vrhu izdanka. 7. polium naseljava krénjatke kamenjare, suve brdske livade i
Sikare mediteranske i submediteranske oblasti (Dikli¢, 1974).

Veoma je poznata i intenzivno koriféena lekovita biljka u narodnoj medicini i
farmaciji. Cajevi, tinkture i ulja se koriste kao pomoéno sredstvo u le€enju hipertenzije,
dijabetesa i bolesti digestivnih organa. Farmakoloski aktivne supstance T. polium
ispoljavaju antibiotsku i antikancerogenu aktivnost.

Mnoga patoloska stanja u ljudskom organizmu kao §to su ateroskleroza, artritis,
Alchajmerova bolest, kancer i dr. mogu biti posledica Stetnog efekta slobodnih radikala.
ROS i RNS kao najée3&e vrste prooksidanata nastaju tokom normalnog metabolizma ili
dejstvom UV zraenja i razliditih polutanata (Pham-Huy i sar., 2008). Stetne posledice
naruSene antioksidativno-prooksidativne ravnoteze mogu biti u velikoj meri spretene
unosom antioksidativnih supstanci. Antioksidansi mogu biti sintetitkog porekla i veliki

! Institut za biologiju i ekologiju, Prirodno-matematicki Jakultet, Univerzitet u Kragujevcu,
Radoja Domanoviéa 12, 34000 Kragujevac, Srbija, (mstankovic@kg.ac.rs).
? Institut za hemiju, Prirodno-matematicki fakultet, Univerzitet u Kragujevcu, Radoja
Domanoviéa 12, 34000 Kragujevac, Srbija.
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broj sekundarnih metabolita izolovanih iz biljaka, kao 5to su raznovrsna fenolna
jedinjenja (Mandal i sar., 2009).

Antioksidansi poreklom iz bijaka imaju veliku prednost u odnosu na sintetske zbog
svog prirodnog porekla. KoriS¢enje prirodnih antioksidanasa iz biljaka ne izaziva
pojavu neZeljenih efekata, dok je za sintetske antioksidanse utvrden genotoksi¢ni efekat
(Kahl i Kappus, 1993).

Osnovni cilj predstavlenog istraZivanja je da se kori3¢enjem standardnih
spektrofotometrijskih metoda utvrdi sadrzaj fenolnih jedinjenja i koncentracija
flavonoida u razliitim biljnim ekstraktima vrste 7. polim. kao 1 ispitivanje
antioksidativne aktivnosti biljnih ekstrakata u in vitro wuslovima, koriS¢enjem
standardnog model sistema.

Materijal i metode rada

Biljni materijal i priprema biljnih ekstrakata

Nadzemni delovi biljke T. polium prikupljeni su sa lokaliteta Suva planina u
jugoisto€noj Srbiji u Avgustu mesecu 2000. godine (pozicija: 43°19'14.82" N,
22°10'21.42" E, nadmorska visina: 302.00 m, ekspozicija: Zapad, geolo3ka podloga:
kre¢njak). Uzorkovani biljni materijal je osuSen na temperaturi od 20 °C na tamnom
promajnom mestu. Pripremljeni biljni materijal (10 g) ekstrahovan je sa 200 ml
rastvarata (voda, metanol, etil-acetat, aceton, petrol etar) pomocu Soxhlet aparature.
Posle 24h izvr3ena je filtracija filter papirom Whatman No.1, i supernatant uparen na
rotacionom vakuum uparivacu.

Odredivanje ukupnog sadrZaja fenolnih jedinjenja

Ukupni sadrZaj fenolnih jedinjenja odredivan je spektrofotometrijskom metodom
(Singleton i sar., 1999). Uzorci za analizu pripremljeni su dodavanjem 0.5 ml
metanolnog rastvora ekstrakta koncentracije 1 mg/ml, 2.5 ml 10% Folin-Ciocalteu
reagensa i 2.5 ml 7.5% NaHCO;. Uzorci su inkubirani 15 min na temperaturi od 45 °C.
Apsorbanca je odredivana spektrofotometrom na talasnoj duZini Ay,,= 765 nm. Za
svaku analizu pripremljena su tri uzoka i dobijena srednja vrednost apsorbance.

Odredivanje koncentracije flavonoida u biljnim ekstraktima

Sadrzaj flavonoida u ispitivanim biljnim ekstraktima odredivan je
spektrofotometrijskom metodom (Quettier i sar., 2000). Uzorci su pripremljeni
meSanjem 1 ml metanolnog rastvora ekstrakta koncentracije 1 mg/ml i 1 ml 2%
rastvora AlCl; rastvorenog u metanolu. Uzorci su inkubirani 1 h na sobnoj temperaturi.
Apsorbanca je odredivana spektrofotometrom na talasnoj duZini Ag.= 415 nm. Za
svaku analizu pripremljena su tri uzoka i dobijena srednja vrednost apsorbance.

Ispitivanje antioksidativne aktivnosti biljnih ekstrakata

Sposobnost neutralizacije 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikala ispitana je
spektrofotometrijskom metodom od autora Tekao i sar. (1994) sa modifikacijama datim
od autora Kumarasamy i sar. (2007). Za svaki ekstrakt, pocev od koncentracije 1 mg/ml
metanolnog rastvora pripremljena je serija razblaZenja u koncentracijama od 500, 250,
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125, 62.5, 31.25, 15.62, 7.81, 3.90, 1.99, 0.97 pg/ml. Uzorci su pripremljeni meSanjem
1ml rastvora ekstrakta i 1 ml rastvora DPPH koncentracije 80 pg/ml. Uzorci sy
inkubirani 30 min na sobnoj temperaturi. Apsorbanca je odredivana spektrofotometrom
na talasnoj duZini Amx= 517 nm. Za svaku analizu pripremljena su tri uzoka i dobijena
srednja vrednost apsorbance. Procenat inhibicije odreden je pomocu jednacine 1.

— ’
% inhibicije = (A kontrole — A uzorka ] £ 100 1)

A kontrole

Rezultati istraZivanja i diskusija

Koncentracija fenolnih jedinjenja u ispitivanim biljnim ekstraktima koriS¢enjem
Folin-Ciocalteu reagensa izraZena je kao ekvivalent galne kiseline. Dobijene vrednosti
za koncentraciju ukupnih fenolnih jedinjenja predstavljene su u mg GA/g ekstrakta
(Grafikon 1.). Dobijene vrdnosti su u opsegu od 17.19 do 124.62 mg GA/g ekstrakta.
Najveéa koncentracija fenolnih jedinjenja je u metanolnom i acetonskom, dok je
najmanja u petroletarskom ekstraktu.

Koncentracija flavonoida predstavljena je kao ekvivalent rutina i izraZena kao mg
RU/g ekstrakta (Grafikon 1). Koncentracija flavonoida u ekstraktima biljke 7. polium je
u opsegu od 6.97 do 78.82 mg RU/g ekstrakta. Najveca koncentracija flavonoida
izmerena je u metanolnom dok je u acetonskom i etil-acetatnom ekstraktu utvrdena
umerena koncentracija a najmanja je u vodenom i petrol etarskom ekstraktu.

Koncentracija fenolnih jedinjenja u biljnim ekstraktima vrste 7. polium zavisi od
tipa ekstrakta, odnosno, polarnosti rastvaraca korid¢enog za ekstrakciju. Ekstrakti
dobijeni kori$éenjem polarnijih rastvarata imaju vecu koncentraciju fenolnih jedinjenja
(Grafikon 1). Visoka rastvorljivost fenolnih jedinjenja u polarnim rastvaracima
omoguéava visoku koncentraciju ovih jedinjenja u ekstraktima dobijenim kori$¢enjem
polarnih rastvarada za ekstrakciju (Zhou i Yu, 2004). Na osnovu dobijenih rezultata za
koncentraciju ukupnih fenolnih jedinjenja i flavonoida utvrdeno je da je metanol
najefikasniji rastvara¢ za ekstrakciju ove grupe jedinjenja iz biljnog materijala vrste 7.
polium.
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Graf. 1. Koncentracija ukupnih fenolnih jedinjenja i flavonoida u biljnim ekstraktima 7.

polium.

Graf. 1. Total phenolic content and flavonoid concentrations of T. polium extracts.

Antioksidativna aktivnost pet razli¢itih ekstrakata vrste 7. polium predstavljena je kao
ICso vrednosti (pug/ml) (Tabela 1). Paralelno sa ispitivannjem antioksidativne aktivnosti
biljnih ekstrakata istom metodom su dobijene vrednosti za hlorogensku kiselinu ¢&ije su
vrednosti uporedene sa vrednostima za antioksidativnu aktivnost biljnih ekstrakata.

Najvecu sposobnost neutralizacije DPPH radikala ispoljavaju vodeni i metanolni
ekstrakt koji pri koncentraciji od 56.40, odnosno, 59.37 neutralisu 50% slobodnih
radikala. Pribliznu aktivnost ispoljava etil-acetatni ekstrakt ¢ija ICs, vrednost iznosi
63.30 pg/ml. Najmanja sposobnost inhibicije DPPH radikala evidentirana je za petrol
etarski ekstrakt i ICsy vrednost za ovaj ekstrakt nije utvrdena. U poredenju sa ICs, za
hlorogensku kiselinu, vodeni i metanolni ekstrakti 7. polium ispoljavaju najjaéu
sposobnost netralizacije DPPH radikala.

Tabela 1. Antioksidativna aktivnost ekstrakata predstavljena kao ICsq (pg/ml).
Table 1. Antioxidant activity of plants extracts presented as ICs,values (ug/ml).

tip ekstrakta 1Cso (ng/ml)
voda 56.40 £1.25"
metanol 59.37+1.98
aceton 63.30+2.01
etil - acetat 622.96+3.18
petrol etar >1000
hlorogenska kiselina 11.65+0.52

!srednja vrednost tri merenja + standardna devijacija
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Primenom rastvarala razlicite polarnosti postize se ekstrakcija antioksidativnih
supstanci razli¢ite hemijske strukture. U mnogobrojnim istraZivanjima kvantitativnog
sastava biljnih ekstrakata utvrdeno je prisustvo visoke koncentracije fenolnih jedinjenja
u ekstraktima dobijenim koriS¢enjem polarnih rastvarada (Canadanovié i sar., 2008).
Ekstrakti koji ispoljavaju najvecu antioksidativnu aktivnost (Tabela 1) sadrze najvecu
koncentraciju fenolnih jedinjenja.

Zakljuéak

Ispitivanjem razli¢itih biljnih ekstrakata vrste T. polium utvrdena je visoka
koncentracija ukupnih fenolnih jedinjenja. Vodeni i metanolni ekstrakt ispoljavaju
visoku antioksidativnu aktivnost koja je vezi sa visokom koncentracijom fenolnih
jedinjenja. T. polium predstavlja potencijalni izvor prirodnih antioksidativnih supstanci
visoke vrednosti.

Napomena: IstraZivanja u ovom radu deo su projekta koji finansira Ministarstvo za
nauku i tehnoloski razvoj Republike Srbije (11T 41010).
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ANTIOXIDANT ACTIVITY, TOTAL PHENOLIC CONTENT
AND FLAVONOID CONCENTRATIONS
OF EXTRACTS FROM Teucrium polium L.

M. S. Stankovié, Marina Topuzovic,
Slavica Soluji¢, Neda Niéiforovié, V. Mihailovié¢

Abstract -

Antioxidant activity, total phenolic content and flavonoid concentration were
determined by spectrophotometric methods in Teucrium polium L. extracts. Water,
methanolic, acetone, ethyl acetate and petroleum ether extract were analyzed. The
concentration of total phenolic compounds was determined by Folin-Ciocalteu reagent
and the obtained values ranged from 17.99 to 124.92 mg GA/g of extract. The
concentrations of flavonoids in plant extracts of 7. polium ranged from 6.97 to 78.82 mg
RU/g of extract. Antioxidant activity was determined in vitro using the DPPH reagent.
The highest antioxidant activity exhibited water and methanolic extract. The obtained
values show that some extracts of 7. polium are very rich source of phenolic compounds
with strong antioxidant activity.

Key words: Teucrium polium L., antioxidant activity, phenolic compounds,
flavonoids;
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