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Neven (Calendula officinalis L.) ili Zutocvetka pripa-
da rodu Calendula, familija Asteraceae. Jedna je od naj-
poznatijih medicinskih biljaka u Evropi sa dugom
farmaceutskom primenom [1-10]. Kultivisana je vrtna ili
plantazno gajena biljka u mnogim zemljama. Postoji veli-
ki broj varijeteta. Ima relativno velike cvetne glave pre-
¢nika do 5 cm [1]. Prema farmakopejskim podacima
(European Pharmacopoeia, [5], Ph. Jug. V[ 6] i DAB 10
[7] u medicini se koriste samo cvetne glave zuto—naran-
dzaste boje. Poznata je primena cveta nevena i u naro-
dnoj medicini. Cvet nevena sadrzi saponine bazirane na
oleanolnoj kiselini (kalendula saponini A, B, C i D), triter-
penske tetracikli¢ne alkohole (faradiol, arnidiol, eritrodi-
ol, heliantriole A1, Bo, B1 i Bg, taraksasterol, lupeol,
ursatriol) [1], sterole, kalendulnu kiselinu, tokoferole, gli-
kozidne flavonoide (izoramnetin i odgovarajuée derivate
kvercetina) i seksviterpenski lakton kalendin kao produkt
ksantofilne degradacije loiloida [2]. Druga bioaktivha je-
dinjenja relevantna za farmakolosko dejstvo su: flavono-
idi, ukljuéujuéi hiperozid i rutin, seskviterpenski i
jononski glikozidi (oficinosidi A, B, C i D; loliolid; arvosid
A), etarsko ulje, polisaharidi PS-I, Il i —lIl, hlorogenska
kiselina i karotenoidi sa visokim sadrzajem koji su od
znacaja za njegovu primenu [1]. Pored toga sadrzi zutu
smolu kalendulin i gorke materije [2]. Bioaktivni sastojci
cveta nevena su nosioci karakteristichog mirisa nevena i
imaju antiflamatorno, antisepticko, antihemoragié¢no,
spazmoliticko, emenagogno, dijaforeti¢ko, antimikrobno
(antibakterijsko i antifungalno) i imunostimulativno dej-
stvo [1,2]. Uljani ekstrakti ove biljke, pored toga sto po-
seduju navedena svojstva, koriste se i za leCenje koznih
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ODREDIVANJE UKUPNIH KAROTENA |
KARAKTERIZACIJA ULJANIH EKSTRAKATA
CVETA NEVENA (Calendula officinalis)

Bioaktivni ekstrakti iz cveta nevena su vaZni sastojci parafarmaceutskih i ko-
zmetickih proizvoda. Njihovo antiflogistiCko, holereti¢ko, antimikrobno, antider-
matiti¢no i antitumorno dejstvo vezano je za prisustvo flavonoida, karotenoida,
etarskih ulja i terpenoida. U ovom radu prezentirani su rezultati spektrofotome-
trijskog ispitivanja sadrZaja ukupnih karotena raCunatih kao PB-karoten (442
nm), vizuelnih i fiziko-hemijskih karakteristika prema Ph. Jug. V u uljanim ek-
straktima cveta nevena dobijenim maceracijom i perkolacijom sa maslinovim i
suncokretovim uljem po originalnim procedurama.

bolesti, kao sto su upale, venske varikoze, hemoroidi,
zatim kruralnih ulcera, analnih ekcema, proktitisa, limfa-
denoma, upalnih koznih lezija, konjuktivitisa i kao losioni
za odi [1]. Ovi ekstrakti ulaze u sastav mnogih fitofarma-
ceutskih i kozmeti¢kin preparata, koji se danas nalaze
na trzistu. Takode imaju primenu u prehrambenoj indus-
triji kao koloranti, nutritienti bogati vitaminom A, antioksi-
dansi, antibaktericidi i antifungicidi.

Uljani ekstrakti iz cveta nevena dobijaju se ekstrak-
cijom razli¢itim biljnim uljima kao sto su: rafinisano sun-
cokretovo, maslinovo, kokosovo, sojino, orahovo,
dumbirovo, palmino, bademovo i grejpfrutovo ulje, zatim
ulja slagice i pirinanog brasna [3,4].

U ovom radu ispitivan je sadrzaj ukupnih karotena
racunatih kao B—karoten spektrofotometrijskom meto-
dom (442 nm), vizuelnih, fiziko—hemijskih i hemijskih ka-
rakteristika u uljanim ekstraktima cveta nevena dobijenih
originalnim procedurama maceracije (sobna tempertura
i 70°C) i perkolacije (sobna temperatura) sa maslinovim i
suncokretovim uljem kao ekstragensima. Cilj rada je
izbor procedure ekstrakcije kojom se dobija uljani ek-
strakt sa najveéim sadrzajem ukupnih karotena i propi-
sanim karakteristikama za primenu u farmaceutskoj,
kozmeti¢koj i prehrambenoj industriji.

EKSPERIMENTALNI DEO

Biljni materijal

Za ispitivanja je koriSéen komercijalno nabavljen
suvi samleveni cvet kultivisanog nevena (Calendula offi-
cinslis L.) ('Bilie" — Bor&a, komercijalna biljna droga) sa
sadzajem 0,4% flavonoida radunatih kao hiperozid
(C21H20012, M 464,4) i ukupnih karotena ra¢unatih kao
[B—karoten 0,003 g/1000 g suvog cveta.

Hemikalije

Metanol, pa; etanol 96% pa; dietiletar; petroletar
(36°C); aceton; etilacetat, pa; mravlja kiselina, anhidro-
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vana, pa; siréetna kiselina, pa; hlorovodoni¢na kiselina
25%, pa; aminoestar—difenil-borna kiselina, pa; alumini-
jum(lll) hlorid pa; heksametilentetraamin, pa; kalijum-hi-
droksid, pa; kalijum—jodid, pa; natrijum-tiosulfat, pa;
fenoftalein, pa; skrob, pa; hidrohinon, pa.; silikagel
GFas54 za TLC. Sve hemikalije su "Merck" kvaliteta.

Standardne supstance

-karoten (80%; Merck). Hiperozid % (99,9%;
Merck). a-tokoferol (100%; Merck)

Reagensi

Rastvori kalijum-hidroksida: ¢ =0.5 mol/dm3 ic=2
moI/dms. Fenoftalein indikator. standardni prema Ph.
Jug. V. Rastvor hlorovodoni¢ne kiseline: ¢=0,5 mol/dms.
Rastvor natrijum-tiosulfata: c= 0,01 mol/dm3. Rastvor hi-
drohinona: 20% (g/v). U odmerni sud (100 cm3) rastvori
se 20 g hidrohinona u 96% etanolu. Svi reagensi su pri-
premljeni po propisima iz Ph.Jug. V.

Rastvaraci za ekstrakciju

Maslinovo ulje (Ybarra, Spain). Suncokretovo ulje
(Dijamant, Zrenjanin).

Metode

Za ispitivanje vizuelnih i senzornih karakteristika,
gustine (g/cm3), indeksa refrakcije (nDZO), saponifikaci-
onih, kiselinskih i peroksidnih brojeva korigéene metode
propisane u Ph. Jug.V.

Maceracija. Usitnjeni cvet nevena (5 g) se ekstra-
huje maceracijom maslinovim odnosno suncokretovim
uliem (50 cm® na 25°C (72h), odnosno 70°C (uz re-
fluks; 6h) bez i sa dodatkom a—tokoferola.

Perkolacija. Usitnjeni cvet nevena (50 g) ubaci se
u staklenu kolonu (L= 60 cm; @4 cm; visina pakovanja:
45 cm) sa perforiranim dnom, prelije maslinovim, odno-
snho suncokretovim uljem (500 cm3) bez i sa a-tokofero-

la i ostavi 12 h na sobnoj temperaturi (25°C). Uljani ek-
strakt se ispusta sa 2 cm3/min.

Saponifikacija uljanog ekstrakta. U erlenmajero-
voj posudi (250 cm3) odmeriti uljani ekstrakt (5 g), doda-
ti 20% (g/v) rastvor hidrohinona u 96 % etanolu (5 cm3) i
etanolni rastvor kalijum-hidroksida (15 cm®, c=2
mol/dms) i zagrevati uz refluks (20 min; 65-70°C). Kroz
hladnjak dodati 96% etanol (10 cm3) i zagrevati jos 10
minuta. Sadrzaj u balonu ohladiti do sobne temperature
i preneti u levak za odvajanje (250 cm3). Ostatak u erlen-
majerovoj posudi se ispere dva puta 96% etanolom (po
50 cm3) i rastvore od ispiranja pripoje sadrzaju u levku
za odvajanje. Dodati destilovanu vodu (10 cm3). Neosa-
punjivi deo u levku za odvajanje se ekstrahuje petrole-
trom (2x50 cm3) i ostavi 20 minuta u mraku da se odvoje
slojevi. Petroletarski sloj se odvoji i upari do suva na
40°C. Suvi ostatak se rastvori u petroletru (3 cm3).

Tankoslojna hromatografija. Na tankom sloju (0,3
mm) silikagela GF2s4 nanosi se (po 100 uL) mikropipe-
tom rastvor suvog ekstrakta u petroletru (dobijen posle
saponifikacije) i standardni rastvor f—karotena (50 uL) u
petroletru (10 mg/100 cm3). Mobilna faza je aaceton:pe-
troletar (10:90 v/v). Hromatogram se razvija uzlazno.
Front mobilne faze: 15 cm. Detekcija karotena: UV 254
nm; svetloplava fluorescirajué¢a mrlja karotena i standar-
da B—karotena; Rf= 0,97.

Spektrofotometrija [7]. Spektri ekstrakata snimlje-
ni su satndardnom metodom (Spectrophotometer Agi-
lent 8453) u oblasti talasnih duzina 350-500 nm.
Odredivanje sadrzaja ukupnih karotena vrseno je stan-
dardnom metodom [7] nha Amax 442 nm.

REZULTATI | DISKUSIJA

Organolepticke, fiziko—hemijske i hemijske karak-
teristike uljanih ekstrakata iz cveta nevena dobijenih ma-
ceraciiom na sobnoj temperaturi i na 70°C |
perkolacijom, bez i sa a-tokoferolom, maslinovim (tabe-
la 1) i suncokretovim uljem (tabela 2) su u granicama

Tabela 1. Organolepticke, fiziko—hemijske i hemijske karkteristike ulfanih ekstrakata dobijenih ekstrakcijom maslinovim uljem bez

(1) i sa (2) o—tokoferolom

Table 1. Organoleptic, physicochemical and chemical properties of oil extracts obtained by olive oil extraction with (1) and without

(2) a—tocopherol

Karaketristika Matc; ?;T;:Jrzt&c;sma Maceracija uz refluks (70°C) Perkolacija Farmakopeja
2 1 | 2 2 1i2

Izgled bistra tecnost bistra tecnost bistra teCnhost | Odgovara Ph. Yu V
Boja boja meda boja meda boja meda Odgovara Ph.Jug V
Miris k?;?:;egliiﬂzm karakteristicni miris biljke k?;?:;egliﬁﬂzm Odgovara Ph.Jug V
Indeks refrakcije (nQOD) 1,472 1,469 1,475 1,470 Odgovara Ph.Jug V
Relativna gustina (g/cma) 0,923 0.928 0.927 0,925 Ogovara Ph.JugV
Saponifikacioni broj 186,45 195,10 194,98 186,27 Ogovara DAB 10
Kiselinski broj 1,25 1,64 1,64 1,34 Ogovara DAB 10
Peroksidni broj 8,79 22,80 22,10 9,01 Ogovara DAB 10
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Tabela 2. Organoleptic¢ke, fiziko—hemijske i hemijske karkteristike uljanih ekstrakata dobijenih ekstrakcijom suncekretovim uljem

bez (1) i sa (2) a—tokoferolom

Table 2. Organoleptic, physicochemical and chemical properties of oil extracts obtained by sunflower oil extraction with (1) and

without (2) a—tocopherol

Karaketristika Mﬁ%?;?:gﬁ;gma Maceracija uz refluks (70°C) Perkolacija Farmakopeja
2 1 | 2 2 102

Izgled bistra teCnost bistra tecnost bistra teCnhost | Odgovara Ph. Yu V
Boja boja meda boja meda boja meda Odgovara Ph. Yu V
Miris k?;?ﬁ;eg'iﬁizn' karakteristini miris biljke kar;?r‘i‘;ek:'ifj{g”' Odgovara Ph. Yu V
Indeks refrakcije (nQOD) 1,473 1,474 1,476 1,474 Odgovara Ph. Yu V
Relativna gustina (g/cms) 0,923 0.926 0.930 0,927 Ogovara Ph. Yu VvV
Saponifikacioni broj 186,65 196,98 194,98 187,99 Ogovara DAB 10
Kiselinski broj 1,25 1,69 1,72 1,29 Ogovara DAB 10
Peroksidni broj 8,79 24,80 23,40 9,21 Ogovara DAB 10

propisanih u odgovaraju¢im farmakopejama (Ph. Jug. V
i DAB 10), osim peroksidnog broja za ulja dobijena ma-
ceracijom uz refluks na 70°C sa suncokretovim i masli-
novim uljem, koji je veéi za 48% odnosno 28%,
respektivno, od maksimalno propisanog (max. 10). Po-
vecanje peroksidnih brojeva u ovom slucaju je posledica
vece termiCke i oksidativhe degradacije ulja koriS§¢enih
za ekstrakciju karotena na poviSenoj temperaturi ek-
strakcije. Bitnih razlika u fiziko—hemijskim i hemijskim ka-
rakteristikama uljanih ekstrakata dobijenih maceracijom i
perkolacijom sa suncokretovim i maslinovim uljem na
sobnoj temperaturi nema. U sluéaju uljanih ekstrakata
dobijenih maceracijom na 70°C sa i bez dodatka a-to-
koferola dobijaju se veée vrednosti za kiselinske i sapo-
nifikacione brojeve u odnosu na odgovarajuce vrednosti
uljanih ekstrakata dobijenih maceracijom i perkolacijom
na sobnoj temperaturi, sto je, takode, rezultat povecane
termi¢ke i oksidativne degradacije triacilglicerola u
uljima.

Mrlja standarda 3—karotena (Rf 0,97) i mrlje karote-
na uljanih ekstrakata (Rf 0,97) dobijenih maceracijom na
sobnoj temperaturi, maceracijom uz refluks (70°C) i per-
kolacijom sa maslinovim i suncokretovim uljem bez i sa
dodatkom o-tokoferola pod UV svetlom (254 nm) poka-
zuju svetloplavu, a na dnevnom svetlu narandzastu flu-
orescenciju [7]. Time je dokazano prisustvo -karotena
u svim uljanim ekstraktima.

Sadrzaj ukupnih karotena racunatih kao B—karoten
u uljanim ekstraktima dobijenih razli¢itim postupcima ek-
strakcije maslinovim u suncekretovim uljem bez i sa do-
datkom o-tokoferola dat je u tabeli 3. Najveéi sadrzaj
[B—karotena (55 mg/1000 g) je u uljanom ekstraktu dobije-
nom maceracijom na sobnoj temperaturi sa maslinovim
uliem. Pod istim ostalim uslovima u uljanom ekstraktu
dobijenom ekstrakcijom sa suncekretovim uljem sadrzaj
—karotena je maniji za 5,9 mg/1000 g odnosno za 10,6%.

U ekstraktima dobijenim maceracijom na 70°C sa i
bez ao-tokoferola sadrzaj karotena racunatih kao 3-karo-
ten je manji za 32,4% do 38,7% u uljanim ekstraktima sa
maslinovim i za 47,6% do 48,6%, respektivno, u odnosu
na sadrzaj u odgovaraju¢im uljanim ekstraktima dobije-
nim maceracijom na sobnoj temperturi. U uljanim ek-
straktima dobijenim ekstrakcijom sa maslinovim uljem
bez i sa dodatkom o-tokoferola sadrzaj —karotena je
vedi za 39,7% i 31,9%, respektivho u odnosu na sadrzaj
u odgovarajuéim ekstraktima dobijenim sa suncekreto-
vim uljem, sto potvrduje da je maslinovo ulje, kao i u slu-
¢aju maceracije na sobnoj temperaturi, bolji ekstragens
karotena. Dodatak a—tokoferola (1% u odnosu ha masu
biline sirovine) bitho ne uti¢e na sadrzaj karotena u ulja-
nim ekstraktima.

U ekstraktima dobijenim maceracijom na 70°C sa i
bez ao-tokoferola sadrzaj karotena racunatih kao 3-karo-
ten je manji za 32,4% do 38,7% u uljanim ekstraktima sa
maslinovim i suncokretovim uljem za 47,6% do 48,6%,

Tabela 3. SadrZaj B-karotena u uljanim ekstraktima cveta nevena odreden spektrofotometrijski (452 nm)
Table 3. The —carotene content in marigold flower oil extracts determined by spectrophotometric method (452 nm)

Rastvaraé Maceracijg na sobnoj Macegacija uz refluks Perkolacija
temperaturi (mg/1000 g) na 70-C (mg/1000 g) (mg/1000 g)
Maslinovo ulje bez a-tokoferola 55,70 37,64 38,97
Maslinovo ulje sa a—tokoferolom - 34,16 -
Suncokretovo ulje bez a—tokoferola 49,80 22,70 38,90
Suncekretovo ulje sa a—tokoferolom - 23,27 -
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respektivno, u odnosu na sadrzaj u odgovarajuéim ulja-
nim ekstraktima dobijenim maceracijom na sobnoj tem-
peraturi. U uljanim ekstraktima dobijenim ekstrakcijom
sa maslinovim uljem bez i sa dodatkom a-tokoferola sa-
drzaj B—karotena je vedi za 39,7% i 31,9%, respektivho u
odnosu na sadrzaj u odgovarajuéim ekstraktima dobije-
nim sa suncokretovim uljem, sto potvrduje da je masli-
novo ulje, kao i u sluéaju maceracije na sobnoj
temperaturi, bolji ekstragens karotena. Dodatak o—toko-
ferola (1% u odnosu na masu biljne sirovine) bitno ne
utiCe na sadrzaj karotena u uljanim ekstraktima.

Manji sadrzaj karotena u ovim uljanim ekstraktima
u odnosu na uljane ekstrakte dobijene maceracijom na
sobnoj temperaturi je najverovatnije posledica veée oksi-
dacije kako ulja tako i karotena na povisenoj temperatu-
ri, s obzirom da su nasa preliminarna ispitivanja kinetike
ekstrakcije pokazala da se vreme ekstrakcije duze od 6
h (vreme maceracije uz refluks na 70°C) ne povedava
sadrzaj karotena.

U uljanim ekstraktima dobijenim perkolacijom na
sobnoj temperaturi sa maslinovim i suncokretovim uljem
sadrzaj karotena se bitno ne razlikuje, ali je manji za
30,0% i 21,9% u odnosu na sadrzaj u odgovarajuéim
uljanim ekstraktima dobijenih maceracijom na sobnoj
temperaturi.

Spektrofotometrijski (8350-500 nm) [7] snimljeni
spektri uljanih ekstrakata dobijenih razliéitim tehnikama
ekstrakcije pokazuju karakteristi¢nu traku asporpcije za
karotene (Amax 442 nm), Sto se moze iskoristiti za detek-
ciju karotena u uljanim ekstraktima (‘otisak prstiju") i nji-
hovo kvantitativno odredivanje (slika 1).

ZAKLJUCAK

Organolepticke, fiziko—hemijske i hemijske karak-
teristike uljanih ekstrakata iz cveta nevena dobijenih ma-
ceracijom i perkolacijom sa suncokretovim i maslinovim
uliem na sobnoj temperaturi odgovaraju zahtevima far-
makopeja Ph. Jug. Vi DAB 10, dok uljani ekstrakti dobi-
jeni maceracijom uz refluks na 70°C sa oba ulja bez i sa
dodatkom o-tokoferola imaju znatno veéi peroksidni
broj (22 do 48%) od propisanog ovim farmakopejama.

Sadrzaj ukupnih karotena racunatih kao B—karoten
u uljanim ekstraktima zavisi od primenjene tehnike ek-
strakcije i rastvaraca za ekstrakciju.

Najvedi sadrzaj ukupnih karotena (55,7 mg/1000g)
je u uljanom ekstraktu iz cveta nevena dobijenom mace-
racijom na sobnoj temperaturi sa maslinovim uljem kao
ekstragensom i sa solvomodulom 1:5 m/m. Dobijeni
uljani ekstrakt se moze koristiti u proizvodniji fitofarmace-
utskih, kozmeti¢kih i prehrambenih proizvoda. Organo-
leptiCke, fiziko-hemijske i hemijske karakteristike
dobijenog uljanog ekstrakta odgovaraju karakteristikama
propisanim u farmokopejama Eur.Pharm., Ph. Jug V i
DAB 10.

U ekstraktima dobijenim maceracijom na 70°C sa i
bez o-tokoferola sadrzaj ukupnih karotena raCunatih
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Slika 1. Karakteristicni spektar uljanih ekstrakata (350-500 nm)
Figure 1. Characteristic spectrum of oil extracts (3560-500 nm)

kao B-karoten je manji za 32,4% do 38,7% u uljanim ek-
straktima sa maslinovim i za 47,6% do 48,6%, respektiv-
no, u odnosu na sadrzaj u odgovarajuéim uljanim
ekstraktima dobijenim maceracijom na sobnoj tempertu-
ri. U uljanim ekstraktima dobijenim ekstrakcijom sa ma-
slinovim uljem bez i sa dodatkom o-tokoferola, sadrzaj
B-karotena je veéi za 39,7% i 31,9 %, respektivno u
odnosu na sadrzaj u odgovarajuéim ekstraktima dobije-
nim sa suncokretovim uljem, sto potvrduje da je masli-
novo ulje, kao i u sluéaju maceracije na sobnoj
temperaturi, bolji ekstragens karotena. Dodatak o—toko-
ferola (1% u odnosu na masu biljne sirovine) bitno ne
utiCe na sadrzaj karotena u uljanim ekstraktima.
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SUMMARY

DETERMINATION OF TOTAL LIPIDS AND CHARACTERIZATION OF MARIGOLD FLOWER

EXTRACTS (Calendula officinalis)

(Scientific paper)

Vesna M. Novkovié1, Zora Stoiljkovié1, Mihajlo Z. Stankovié
Pharmaceutical and Chemicall Industry "Zdravlje" AD, Leskovac
2Faculty of Technology, Leskovac

Bioactive extracts from marigold flower are important ingredients for parap-
harmaceutical and cosmetic preparations. Their antiflogistic, holeretic,antimi-
crobic, antidermatic and anticancer effects are due to the presence of
flavonoids, carotenoids, etheric oils, and terpenoids. This study presents the
results of spectrophotometric investigation for the overall carotene content
calculated as B—caroten (442 nm), visual and physico—chemical characteris-
tics according to Ph.Jug. V in oil extracts of marigold flower obtained by ma-
ceration (room temperature and 70°C) and percolation (room temperature)
with olive oil and sunflower oil by original procedures.The largest content of
[B—carotene (57.5 mg/kg of oil extracts) is in the oil extract obtained by macerati-
on for 72 hours with olive oil (solvomodulus 1:5 m/m) at room temperature.
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