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ANTIOKSIDATIVNI KAPACITET EKSTRAKATA
TELEKIAE SPECIOSAE (SCHREB.) BAUMG
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Jelena Arsenijevi¢®, Zoran Maksimovic®
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Originalni naucni rad
SAZETAK

Telekia speciosa (Schreb.) Baumg., porodica Asteraceae se tradicionalno koristi kao lijek za bronhijalnu astmu u zemljama
Balkanskog poluostrva. Cilj istrazivanja je da se odredi ukupan sadrzaj fenola i antioksidativni kapacitet metanolnih
ekstrakata nadzemnih dijelova i korijena T. speciosae sakupljene u ljeto i jesen 2015. godine na Karauli, Olovo, Bosna i
Hercegovina (BiH) te da se analiziraju fenolne kiseline u pomenutim ekstraktima.

Zaodredivanje ukupnogsadrzajafenolaiin vitroantioksidativnhogkapacitetau ekstraktima, koristene suspektrofotometrijske
metode. Fenolne kiseline su analizirane pomo¢u RP-HPLC metode.

Ukupan sadrzaj fenola za T. speciosa ekstrakte je bio od 28,84 do 146,06 mg galne kiseline po g ekstrakta. IC_ vrijednosti su
bile od 112,57 do preko 800,00 ug ml* dok su se FRAP vrijednosti kretale od 189,31 do 1329,56 umol Fe** po g ekstrakta.
Sadrzaj hlorogenske kiseline je bio od 26,80 do 968,80 mg po 100 g ekstrakta.

Ekstrakti korijena T. speciosae imali su statisticki znacajno veéi antioksidativni kapacitet u poredenju sa nadzemnim
dijelovima biljke dok je antioksidativni kapacitet ekstrakata sakupljenih u ljeto statisticki znacajno veci ve¢i u odnosu na
ekstrakte sakupljene u jesen. Statisticki znacajna razlika u sadrzaju hlorogenske kiseline u ekstraktima nadzemnog dijela i
korjena T. speciosae izmedu ljeta i jeseni moze se objasniti razlikom u temperaturi, razli¢itom stepenu vlage i deponovanju
aktivnih supstanci u korijenu tokom zimskog perioda.

Koliko nam je poznato, hemijski sastav korijena kao i antioksidativni kapacitet ekstrakata T. speciosae do sada nisu
istrazivani. Hlorogenska kiselina prisutna u ekstraktima daje mogucnost za dalja ispitivanja i $iru primjenu T. speciosae
zbog njenog razli¢itog farmakoloskog djelovanja.

Kljucéne rijeci: ~ antioksidativni kapacitet, Telekia speciosa, hlorogenska kiselina (CGA)

Autor za korespodenciju: Ermina Cilovi¢, mr.sc. visi asistent
Mobitel: +38761408288
E-mail: ermina.cilovic@untz.ba

fizioloskih procesa u organizmu (Lesjak, 2011). Slobodni

UvVOD radikali lako reaguju gotovo sa svim bioloskim molekulama
dovodeci do osteenja niza Celijskih sistema i funkcija.

Slobodni radikali koji nastaju u spoljasnjoj sredini kao ~ Reaguju sa lipidima, proteinima i nukleinskim kiselinama,
posljedica jonizujuceg ultravioletnog i toplotnog zracenja, dovodeéi do njihove oksidativne modifikacije (Pavici¢ i
biohemije nitrogenovih oksida, ,singletnog® oksigena i  sar, 2009). Oksidativni stres koji oni uzrokuju povezan je
reaktivnih komponenti smoga, imaju znacajnu ulogu unizu  sa nastankom karcinoma, starenjem, aterosklerozom i sa
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neurodegenerativnim oboljenjima kao $to su Parkinsonovo
i Alzhajmerovo oboljenje (Shikov i sar., 2011).

Antioksidativni sistem zaStite ljudskog organizma
od slobodnih radikala uklju¢uje enzimske i neenzimske
antioksidanse. Enzimski antioksidansi su: superoksid
dizmutaza, glutation peroksidaza i katalaza, a neenzimski
askorbinska kiselina (vitamin C), a-tokoferol (vitamin
E), glutation, karotenoidi i fenolni spojevi (Kukri¢ i
sar., 2013). Antioksidansi redukuju oksidativni stres u
¢elijama i stoga se koriste u lije¢enju mnogih oboljenja kod
¢ovjeka, ukljuc¢ujué¢i karcinom, kardiovaskularne bolesti
i inflamatorne bolesti. Prema porijeklu oni mogu biti
prirodni i sintetski.

U literaturi je objavljeno da dvije trec¢ine svjetske biljne
populacije posjeduje ljekovito djelovanje (Krishnaiah i
sar., 2011). Visoki antioksidativni potencijal porodice
Asteraceae, koji je dokazan u ranijim istrazivanjima, je
naglasen. Od ranije je poznato da prisustvo fenolnih
spojeva doprinosi antioksidativnom kapacitetu biljnih
ekstrakata. Dakle biljke porodice Asteraceae koje obiluju
fenolnim spojevima identifikovane su kao izvori prirodnih
antioksidanasa sa potencijalnom primjenom u medicini
i farmaciji, te u kozmetickoj industriji i industriji hrane
(Bessada i sar., 2015).

Telekia speciosa (Schreb.) Baumg., porodica Asteraceae
raste na vlaznim i sjenovitim mjestima u planinskim
$umama. Viegodis$nja je biljka sa naizmjeni¢nim, $irokim,
cijelim listovima i velikim heterogenim glavicama koje
dolaze pojedina¢no ili u grupama (Slika 1). Rasprostranjena
je uisto¢noj i centralnoj Evropi i na Balkanskom poluostrvu
(Chalcat i sar., 2004).

Korijen T. speciosae se tradicionalno koristi kao lijek
za bronhijalnu astmu u zemljama Balkanskog poluostrva.
Sadrzi etarsko ulje, gorke spojeve i inulin (Markovi¢ i sar.,
2010). Fitohemijska istrazivanja predstavljaju T. speciosa
kao bogat izvor seskviterpenskih laktona, narocito u
korijenu (Radulovi¢ i sar., 2010). Ekstrakti nadzemnih
dijelova sadrze masne kiseline, pod imenom palmitinska,

linoleinska, oleinska i kaproi¢na kiselina (Orhan i Sener,
2003). Pseudogvajanolid (2,3-dihidroaromaticin) i tri
derivata timola su izolovani kao glavni sekundarni
metaboliti iz nadzemnih dijelova metanolnog ekstrakta T.
speciosae. U ranijim istrazivanjima su izolovani odredeni
derivati fenolnih kiselina iz ekstrakta cvjetova T. speciosae.
Od izolovanih spojeva jedan je derivat ferulne, a pet derivati
kafene kiseline (Stojakowska i sar., 2015).

Cilj ovog istrazivanja je da se odredi ukupan sadrzaj
fenola i antioksidativni kapacitet ekstrakata nadzemnih
dijelova i korijena T. speciosae sakupljene u ljeto i jesen
2015 godine na Karauli, Olovo, Bosna i Hercegovina (BiH)
te da se identifikuju i kvantifikuju odredene fenolne kiseline
u pomenutim ekstraktima.

MATERIJAL I METODE
2.1. Biljni materijal

Nadzemni dio i korijen T. speciosae je sakupljen na
odredenom lokalitetu na planinskom prevoju Karaula,
opstina Olovo, BiH tokom perioda cvjetanja biljke u julu
2015. godine i nakon cvjetanja biljke u oktobru 2015.
godine. Geografske koordinate mjesta sakupljanja su
N44°1022.3"1 E18°38'58.6". Biljni materijal je identifikovan
kori$tenjem knjige Flora Hrvatske (Domac, 2002) od strane
autora. Reprezentativni uzorci su pohranjeni na Odjelu za
farmakognoziju, Farmaceutskog fakulteta, Univerziteta u
Tuzli. Biljni materijal je o¢i$¢en usitnjen i osusen.

2.2. Reagensi i hemikalije

Svi kori$teni reagensi su analiticke cistoce. Fenolni
Folin-Ciocalteu reagens, natrijum karbonat, bezvodni
natrijum acetat i Zeljezo (III) hlorid su dobiveni iz Merka
(Njemacka). Acetonitril i mravlja kiselina HPLC C¢istoce
su takode dobiveni iz Merka. Voda za HPLC je dobivena
pomocu Milli-Q sistema za preci$¢avanje vode. Metanol,

Slika 1. Telekia speciosa (Schreb.) Baumg. nadzemni dio - lijevo i korijen - desno (vlastita fotografija)
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2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal, 2,4,6-tris(2-
piridil)-s-triazin (TPTZ), Zeljezo (II) sulfat heptahidrat,
hloridna kiselina, glacijalna siréetna kiselina te fenolne
kiseline HPLC ¢istoce: hlorogenska, kafena, elagna, galna
i o-kumarna su dobivene iz Sigma - Aldrih (SAD). Rutin
i ferulna kiselina su dobiveni iz Karl Roth-a (Njemacka).

2.3. Biljni ekstrakti

Osu$eni biljni materijal je samljeven u mlinu do
forme praska. Uzorci su ekstrahovani sa 98% metanolom
na magnetnoj mjesalici pod povratnim hladilom na
temperaturi 50 °C 1 sat. Smjese su filtrirane kroz filter
papir (Watman br. 1). Metanol je uklonjen isparavanjem.
Osuseni ekstrakti su ¢uvani u frizideru na 4 °C, u staklenim
boc¢icama za dalja ispitivanja.

2.4. Ukupan sadrzaj fenola i
antioksidativni kapacitet

Ukupan sadrzaj fenola je odreden pomocu Folin
Ciocalteu spektrofotometrijske metode (Gokbulut i sar.,
2013). In vitro antioksidativni kapacitet je ispitan pomocu
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal eseja (Mensor
i sar, 2001) i Zzeljezo reduciraju¢eg antioksidativnog
potencijala (FRAP) (Pavicié i sar., 2009).

2.5. HPLC analiza

HPLC analiza ekstrakata (3 mg/ml u metanolu)
je uradena pomocu Agilent 1260 Infinity (Agilent
Technologies, SAD) sistema opremljenog sa Agilent
1260 Infinity kvaternarnom pumpom, Agilent 1260
Infinity standardnim autosemplerom, Agilent 1260
Infinity diodnim detektorom i Agilent 1260 Infinity
termostatiranim odjelom za kolonu. Analiza je uradena
na Merck LiChroCARTR250-4 C18 RP analiti¢koj koloni
(250 x 4,6mm id., 5um). Mobilna faza se sastojala od
0,1% mravlje kiseline u vodi (rastvara¢ A) i acetonitrila
(rastvara¢ B). Sljede¢i gradijent je primjenjen: 0-15 min,
linearni gradijent od 10% to 20% B; 15-30 min, linearni
gradijent od 20% to 30% B; 30-35 min, linearni gradijent
od 30% to 40% B; 35-40 min, linearni gradijent od 40% to

90% B; 40-45 min, povratak na pocetne uslove. Injekcioni
volumen je bio 10 pl, protok 0,8 ml/min. Talasna duzina za
detekciju je bila 325 nm i temperatura kolone je postavljena
na 30 °C (Tran, 2013). Identifikacija komponenata je
uradena poredeci njihova retenciona vremena i UV spektre
sa retencionim vremenima i UV spektrima dobivenim
za standarde. Kalibraciona kriva za hlorogensku kiselinu
je dobivena pomoéu metode eksternog standarda u
koncentracionom rasponu 15,6-500 pg/ml uz jednacdinu
pravca y=28,93x-220,2, R*=0.9996.

2.6. Statisticka analiza

Sva mjerenja su radena u triplikatu. Rezultati su
predstavljeni kao srednje vrijednosti + standardna
devijacija i analizirani pomo¢u programa IBM SPSS
Statistics 21. Analiza varijanse (ANOVA) uz Tukey-ev test
je kori$tena za provjeru uticaja biljnog dijela i godi$njeg
doba na antioksidativni kapacitet. Nivo p < 0,05 je koristen
kao kriterij za statisticku znacajnost.

REZULTATI
3.1. Prinos ekstrakata T. speciosae

Prinosi metanolnih ekstrakata nadzemnih dijelova i
korijena T. speciosae sakupljene u ljeto i jesen na Karauli,
Olovo su predstavljeni u Tabeli 1.

3.2. Rezultati ukupnog sadrzaja fenola i
antioksidativnog kapaciteta ekstrakata
T. speciosae

Rezultati ukupnog sadrzaja fenola odredenih pomoc¢u
Folin Ciocalteu eseja i antioksidativnog kapaciteta
odredenog pomocu DPPH i FRAP eseja u T. speciosa
ekstraktima su predstavljeni u tabeli 2. Izmedu analiziranih
ekstrakata najveci antioksidativni kapacitet imao je ekstrakt
korijena T. speciosae sakupljen u ljeto.

IC,, za rutin koristen kao standard u DPPH eseju je bio
12,42 ug ml" i FRAP vrijednost za askorbinsku kiselinu
kori$tenu kao standard je bila 7,41 x 103 umol Fe** g
ekstrakta.

Tabela 1. Prinosi metanolnih ekstrakata Telekiae speciosae

Metanolni ekstrakti prinos (%)? - ljeto prinos (%)? — jesen
T. speciosa nadzemni dio 5,0340.20 5,5940,17
T. speciosa korijen 12,46=0,90 17,38=1,11

2srednja vrijednost + standardna devijacija (SD) (n=3)

Tabela 2. Ukupan sadrzaj fenola, IC,, i FRAP vrijednosti metanolnih ekstrakata T. speciosae

Metanolni  Ukupan sadrzaj fenola ICso FRAP
ekstrakti  (mg GAE g ekstrakta)? (pg ml1)? pmol Fe* g1 ekstrakta®
TSH SK 48,95+3,08 686,47+15,10 328,11+6,33
TSR SK 146,06=0,78 112,57+4,47 1329,56+11,77
TSH AK 28,8449 80 >800 189,3148,54
TSR AK 99.61+4,56 227,97+6,50 906,11+21,00

TSH_SK = T. speciosa nadzemni dio ljeto Karaula, TSR_SK = T. speciosa korijen ljeto Karaula,
TSH_AK = T. speciosa nadzemni dio jesen Karaula, TSR_AK = T. speciosa korijen jesen Karaula,
GAE = ekvivalenti galne kiseline, * srednja vrijednost + standardna devijacija (SD) (n=3)
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3.3. Sadrzaj hlorogenske kiseline u
T. speciosa ekstraktima

T. speciosa ekstrakti su analizirani na odredene fenolne
kiseline pomo¢u RP-HPLC metode. Hlorogenska kiselina
i derivati kafene kiseline su prisutni u ekstraktima. Kafena
kiselina i druge referentne supstance koriStene u analizi
(galna kiselina, o-kumarinska kiselina, ferulna kiselina,
elagna kiselina i rutin nisu detektovane.

Sadrzaj hlorogenske kiseline u T. speciosa ekstraktima
je predstavljen na slici 2. Izmedu analiziranih ekstrakata
najveci sadrzaj hlorogenske kiseline je pronaden u ekstraktu
korijena T. speciosae sakupljenog u jesen sa 968,8+90 mg
hlorogenske kiseline po 100 g ekstrakta.

Uzevsi u obzir najveéi sadrzaj hlorogenske kiseline u
ekstraktu korijena T. speciosae sakupljenog u jesen, njegov
HPLC hromatogram je predstavljen kao reprezentativni
hromatogram (Slika 3).

Na hromatogramu (Slika 3) osim hlorogenske kiseline
sa retencionim vremenom 9,497 min, derivati kafene
kiseline sa retencionim vremenima 22.192 min, 22.445
min, 24.674 min, 25.428 min, 35.616 min i 37.687 min su
takoder prisutni.

3.4. Statisticka analiza rezultata

Postoji statisti¢cki znacajna razlika u antioksidativnom
kapacitetu izrazenom kao IC_ izmedu ekstrakata korjena i
nadzemnog dijela T. speciosae; F(1,17) = 114,664; p < 0,001.

Isto tako postoji statisticki znacajna razlika u
antioksidativnom kapacitetu izrazenom kao FRAP izmedu
ekstrakata korjena i nadzemnog dijela T. speciosae; F(1,12)
= 97,164; p < 0,001. Ve¢i antioksidativni kapacitet ima
korijen u odnosu na nadzemni dio biljke.

Postoji statisticki znacajna razlika u antioksidativnom
kapacitetu izrazenom kao IC, [F(1,8) = 233,115; p=0,001]
i kao FRAP [F(1,5) = 485,154 i p=0,001] kod ekstrakata
korjena T. speciosae izmedu ljeta i jeseni. Isto tako postoji
statisticki znacajna razlika u antioksidativnom kapacitetu
izrazenom kao IC50 [F(1,8) = 11,018; p=0,013] i kao FRAP
[F(1,6) = 54,907 i p=0,001] kod ekstrakata nadzemnog
dijela T. speciosae izmedu ljeta i jeseni. Ve¢i antioksidativni
kapacitet imaju ekstrakti sakupljeni u ljeto nego u jesen.

Postojistatistickiznacajna razlika usadrzajuhlorogenske
kiseline izmedu ekstrakata korjena i nadzemnog dijela T.
speciosae u ljeto F(1,5) = 10,352; p < 0,05 i u jesen F(1,5) =
124513,19; p < 0,001. Vedi sadrzaj hlorogenske kiseline je u
nadzemnom dijelu u ljeto i u korjenu u jesen.
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Slika 2. Sadrzaj hlorogenske kiseline u T. speciosa ekstraktima
(TSH_SK = T. speciosa nadzemni dio ljeto Karaula, TSR_SK = T. speciosa korijen ljeto
Karaula, TSH_AK = T. speciosa nadzemni dio jesen Karaula, TSR_AK = T. speciosa

korijen jesen Karaula)

Slika 3. HPLC hromatogram ekstrakta korijena T. speciosae sakupljenog u jesen na Karauli (A= 325 nm)
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Postoji ~ statisticki znacajna razlika u sadrzaju
hlorogenske kiseline izmedu ljeta i jeseni u ekstraktima
korjena [F(1,5) = 8574,457; p=0,001] i nadzemnih dijelova
[F(1,5) = 1386,355; p=0,001] T. speciosae.

DISKUSIJA

Vedi prinos imali su ekstrakti korijena u odnosu na
nadzemne dijelove i to dva i po do tri i po puta. Razlog
je vedi sadrzaj fenolnih spojeva u korijenu u odnosu na
nadzemni dio biljke koji se ekstrahuju pomocu polarnog
otapala (metanola).

Koliko nam je poznato, podaci o antioksidativnom
kapacitetu T. speciosa ekstrakata do sada nisu objavljeni
zbog ¢ega je pomoc¢u DPPH i FRAP eseja ispitan njihov
antioksidativni kapacitet. Ekstrakti korijena T. speciosae
imali su statisticki znacajno vedi antioksidativni kapacitet
u poredenju sa ekstraktima nadzemnih dijelova biljke dok
je antioksidativni kapacitet ekstrakata sakupljenih u ljeto
statisticki znacajno veéi u odnosu na ekstrakte istih biljnih
dijelova sakupljenih u jesen.

Antioksidativni kapacitet ekstrakta korijena T. speciosae
sakupljenog u ljeto bio je Sest puta manji u odnosu na
askorbinsku kiselinu (vitamin C) i deset puta manji u
odnosu na rutin. S obzirom da je analiziran biljni ekstrakt,
a ne Cista supstanca dobiveni rezultati imaju znacajan
antioksidativni potencijal. Dobiveni rezultati za ukupan
sadrzaj fenola, IC,) i FRAP vrijednosti potvrdili su od
ranije dobro poznatu pozitivnu korelaciju izmedu ukupnog
sadrzaja fenola i antioksidativnog kapaciteta.

U literaturi nisu pronadeni podaci o fenolnim
kiselinama u korijenu i nadzemnim dijelovima T. speciosae
osim nekoliko derivata fenolnih kiselina iz ekstrakta T.
speciosa cvjetova. Hlorogenska kiselina je prisutna u svim
analiziranim ekstraktima. U dosadasnjim studijama je
objavljeno da ona pokazuje Sirok spektar farmakoloskih
aktivnosti ukljuc¢ujudi antioksidativnu, anti-gojaznu, anti-
edematoznu i analgetsku aktivnost (Cho i sar., 2010; Santos
isar., 2006).

Ekstrakti nadzemnih dijelova T. speciosae sakupljene
u ljeto imaju statisti¢ki znacajno veci sadrzaj hlorogenske
kiseline u poredenju sa ekstraktima nadzemnih dijelova
sakupljenih u jesen. To se mozZe objasniti nizom
temperaturom i ve¢om vlagom u jesen u odnosu na ljeto
$to ostecuje biljku, a samim tim i aktivne supstance u njoj.

Ekstrakti korjena T. speciosae sakupljene u jesen imaju
statisticki znacajno veli sadrzaj hlorogenske kiseline u
poredenju sa ekstraktima korjena sakupljenog u ljeto. To se
moze objasniti deponovanjem aktivnih supstanci u korjenu
tokom hladnog zimskog perioda.

ZAKLJUCCI

Antioksidansi imaju veliki znacaj i primjenu u
prevenciji i terapiji razlicitih oboljenja te u industriji hrane
i u kozmetickoj industriji. Pod stresom na$ organizam
proizvodi viSe reaktivnih oksigenovih vrsta nego enzimskih
i neenzimskih antioksidanasa. Stoga, istrazivanje novih
antioksidanasa narocito iz prirodnih izvora ima veliki
znacaj i nalazi svoje mjesto u nau¢nim radovima.

Korijen biljke T. speciosae, koja je rasprostranjena
na podru¢ju BiH i ima tradicionalnu primjenu u terapiji
bronhijalne astme, zbog dobrog antioksidativnog
kapaciteta se moze koristiti kao antioksidans u industriji
i u svakodnevnom zivotu. Ekstrakti ove biljke imaju veci
antioksidativni kapacitet u ljeto nego u jesen §to je vazno
prilikom njenog sakupljanja i koristenja u terapijske , ali i
u druge svrhe.

Koliko nam je poznato, hemijski sastav korijena kao i
antioksidativni kapacitet ekstrakata T. speciosae do sada
nisu istrazivani. Hlorogenska kiselina prisutna u korijenu
biljke koji je sakupljen u jesen, daje moguénost za dalja
ispitivanja i $iru primjenu T. speciosae zbog brojnih
farmakoloskih djelovanja hlorogenske kiseline.
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ABSTRACT

Telekia speciosa (Schreb.) Baumg., family Asteraceae is traditionally used as a remedy for bronchial asthma in Balkan
countries. The aim of the present study was to determine the total phenol content and the antioxidant capacity of the
methanol extracts from the aerial parts and the roots of T. speciosa collected in the summer and the autumn 2015, at
Karaula, Olovo, Bosnia and Herzegovina (BiH) and to analyse the phenolic acids in the mentioned extracts.
Spectrophotometric methods were used for the determination of the total phenol content and in vitro antioxidant capacity
of the extracts. Phenolic acids were analysed using the RP-HPLC method.

The total phenol content for T. speciosa extracts was from 28.84 to 146.06 mg gallic acid per g extract. IC_ values were from
112.57 to more then 800.00 pig ml" while FRAP values were from 189.31 to 1329.56 pmol Fe** per g extract. Chlorogenic
acid content was from 26.80 do 968.80 mg per 100 g extract.

Extracts of T. speciosa roots had significantly higher antioxidant capacity in comparison to the aerial parts while the
antioxidant capacity of the extracts collected in the summer was significantly higher in comparison to the extracts
collected in the autumn. Statistically significant difference in the chlorogenic acid content in T. speciosa aerial parts and
roots extracts between summer and autumn can be explained by a difference in temperature, a different degree of humidity
and storing active principles in the root during the cold days.

As we know, the chemical composition of the root and the antioxidant capacity of T. speciosa extracts were not investigated
by now. Chlorogenic acid presented in the extracts gives the opportunity for further investigations and additional
application of T. speciosa because of its many pharmacological activities.
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