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Izvod

Cilj rada bio je ispitivanje antioksidativnog potencijala etanolnog ekstrakta lista gajene
jagode (Fragariae folium) sorte Zenga zengana primenom razlicitih antioksidativnih testova
(DPPH, FRAP, FIC, H,0, i TBA-MDA). U ekstraktu je utvrden visok sadrzaj ukupnih fenola
(metoda po Folin—Ciocalteu), dok je sadrzaj ukupnih flavonoida znatno nizi (metoda sa
AICl;). Koncentracija ekstrakta potrebna za neutralisanje 50% pocetne koncentracije DPPH
radikala iznosi 7,91 ug cm™>. Maksimum heliranja jona gvozda od 67,89% ostvaren je sa
koncentracijom ekstrakta 2 mg cm™>; 70% inhibicije lipidne peroksidacije ostvareno je sa
koncentracijom 0,03125 mg em, dok se 30,47% H,0, neutralise ekstraktom koncentracije
0,5 mg cm®. FRAP vrednost ekstrakta iznosi 284,51 mg Fe2+/g suvog ekstrakta.

Kljucne reci: list jagode (Fragariae folium), Zenga zengana, ukupni fenoli, ukupni flavonoidi,

antioksidativna aktivnost.
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Lekovito bilje se koristi u ishrani kao zacin, za pri-
premu c¢ajnih mesavina, kao i u medicinske svrhe za
izradu fitopreparata. U ekstraktima lekovitog bilja utvr-
deno je prisustvo fenolnih kiselina, flavonoida, kate-
hina, tokoferola, tanina, terpena i drugih bioaktivnih
jedinjenja koja pokazuju antimikrobna, antiinflama-
torna i antioksidativna svojstva [1]. Bioaktivni proizvodi
iz biljnih sirovina, poznati kao prirodni izolati ili pri-
rodne biohemikalije, imaju sve ve¢u primenu u proiz-
vodnji lekova, kozmetickih i prehrambenih proizvoda ili
kao prekursori u sintezi novih proizvoda sa specifiicnim
bioaktivnim svojstvima [2]. Sagledavaju se novi aspekti
primene tradicionalnih biljnih lekova i sprovode obimna
fitohemijska ispitivanja u cilju pronalazenja novih pri-
rodnih izvora i aktivnih principa.

Jagoda pripada familiji ruza (Rosaceae, podfamilija
Rosoideae) iz roda Fragaria. Gajene (bastenske) sorte
komercijalnih jagoda obi¢no su oznacene kao Fragaria
ananassa [3]. Zenga zengana je poreklom iz Nemacke,
spada u srednje pozne sorte jagoda i privredno je naj-
znacajnija u svetu [4]. Jagoda je bogata vitaminima B-
-kompleksa, vitaminom C, E, provitaminom A (f-karo-
tenom), kalijumom, kalcijumom, gvozdem, fosforom i
magnezijumom [5,6]. Takode sadrzi fenole, flavonoide,
alkohole, terpene, aldehide, ketone, estre, jedinjenja
sumpora, furane, epokside, organske kiseline i dr. [3].
List jagode sadrzi flavonoide (kvercetin i rutin), tanine,
etarska ulja, vitamin C i fenolna jedinjenja, u vecoj meri
nego u plodu pa se zato upotrebljava za pravljenje
cajeva [7,8].
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U literaturi ima podataka o razli¢itim bioloskim
aktivnostima (pre svega antioksidativnoj i antimikrob-
noj) ekstrakata ploda i lista kako Sumske, tako i gajenih
sorti jagoda. Najveci broj ispitivanja odnosi se na eks-
trakte iz ploda jagode, dok su ekstrakti iz lista gajenih
jagoda, kao izvor bioaktivnih jedinjenja sa potenci-
jalnim korisnim bioloSkim dejstvima manje ispitivani
[8-10]. Cilj ovog rada je odredivanje antioksidativne
aktivnosti etanolnog ekstrakta lista gajene jagode sorte
Zenga zengana, primenom razli¢itih antioksidatvinih
testova.

EKSPERIMENTALNI DEO
Biljni materijal

U radu je koris¢en suvi list gajene jagode (Fragaria
ananassa Duch.), sorta: Senga sengana. Jagoda je ga-
jena u plasteniku visine 2,5 m, pokrivenom polietilen-
skom folijom (0,15 mm debljine; Ginegar Plastic Pro-
ducts-Ltd.). Biljni materijal ubran je pocetkom maja
2013, u periodu cvetanja, susen na promaji u hladovini i
neposredno pre analize samleven u elektrichnom mlinu

(laboratorijski elektri¢ni mlin Braun Aromatic KSM2) do
granulacije 0,5 mm.

Hemikalije i reagensi

2,4,6-Tris(2-piridil)-1,3,5-triazin (TPTZ reagens), Fo-
lin—Ciocalteu reagens, galna kiselina, 1,1-difenil-2-pikril-
hidrazil (DPPH radikal), aluminijum(lll)-hlorid heksahid-
rat, kalijum-acetat, natrijum-acetat trihidrat, gvoz-
de(lll)-hlorid heksahidrat, gvozde(ll)-sulfat heptahidrat,
ferozin (natrijumova so 3-(2-piridil)-5,6-difenil-difenil-
-1,2,4-triazin-4’,4”-disulfonske kiseline), etilen-diamino-
-tetra-siretna kiselina (EDTA), butilovani hidroksi-to-
luen (BHT), butilovani hidroksi-anizol (BHA), tiobarbi-
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turna kiselina (TBA), 2,2'-azobis(2-metilpropionamidin)
dihidrohlorid (AAPH), kvercetin (Sigma Aldrich, St.
Louis, USA); gvozde (ll)-hlorid tetrahidrat, trihlorsir-
¢etna kiselina (TCA), L-askorbinska kiselina (J.T. Baker,
VA Deventer, Netherlands); rutin (Merck, Darmstadt,
Germany); etanol (70 vol.%) analitickog stepena Cistoce
(p.a.). Fosfolipidi (Phospholipon® 90; PL90) su poklon
firme Phospholipid GMBH (Koéln, Germany). Prema
deklaraciji smesa PL90 se sastoji iz: fosfatidilholina
94,6%, lizo-fosfatidilholina 1,3%; masnih kiselina: pal-
mitinska kiselina 12+2%, stearinska kiselina 3+1%,
oleinska kiselina 10%£3%, linolna kiselina 66+5%, lino-
lenska kiselina 5+2%; peroksidni broj 1,4.

Ekstrakcija uz refluks

Usitnjeni i homogenizovani biljni materijal (10 g)
ekstrahovan je 70 vol.% etanolom u toku 120 min, pri
solvomodulu (odnos biljni materijal/rastvara¢) 1:20
m/V na temperaturi klju¢anja rastvaraa uz refluks.
Nakon ekstrakcije biljni materijal je odvojen od tec¢nog
ekstrakta filtriranjem uz vakuum na Bichner-ovom
levku. Rastvarac je uklonjen uparavanjem na rotacio-
nom vakuum uparivacu na 50 °C. Dobijeni ekstrakt je
suSen u vakuum susnici na 40 °C do konstantne mase i
¢uvan u frizideru na 4 °C do analize. Prinos ekstraho-
vanih supstanci (suvi ekstrakt) je odreden na Scaltec
SMO 01 (Scaltec Instruments, Germany) aparatu.
Alikvotni deo (2 cm®) ispitivanog ekstrakta je susen do
konstantne mase na 105 °C.

Odredivanje sadrZaja ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola odreden je po proceduri
Folin—Ciocalteu [11] sa odredenim modifikacijama [12—
—14]. Ukupni fenoli se izrazavaju kao ekvivalenti galne
kiseline po gramu biljnog materijala (mg GKE/g biljnog
materijala) [14].

Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Sadrzaj ukupnih flavonoida odreden je spektrofoto-
metrijskom metodom sa aluminijum(lll)-hloridom [15—
—17] sa odredenim modifikacijama [14]. Rezultati se
izrazavaju kao ekvivalenti rutina po gramu biljnog
materijala (mg RE/g biljnog materijala) [14].

Antioksidativna aktivnost

DPPH-test

Etanolni rastvor DPPH radikala (1 cm®, 300 wmol
rastvor (3x10™ mol dm)) dodat je u 2,5 cm® ekstrakta
razlicitih koncentracija. Postupak se radi u dve probe.
Jednom uzorku odmah je merena absorbanca na 517
nm, drugi uzorak je inkubiran na sobnoj temperaturi, u
mraku, 20 min i merena absorbanca na 517 nm. Apsor-
banca na 517 nm odreduje se i za Cist etanolni rastvor
DPPH radikala razblaZen u navedenom odnosu (1 cm?
DPPH radikala date koncentracije kome je dodato 2,5
cm?® etanola, ,kontrola“), i za ekstrakt pre tretiranja

568

DPPH radikalom (2,5 cm® ekstrakta kome je dodat 1
cm?® etanola, ,blank”). Kapacitet hvatanja slobodnih
radikala se izraCunava prema jednacini (1) [14,18,19]:

Stepen neutralisanja DPPH radikala (%) =

:100{100(AU—AB)} (1)

A¢

gde je: Ay — apsorbancija ,uzorka“, Az — apsorbancija
probe ,blank“, Ax —apsorbancija ,kontrole”.

DPPH test je uraden i za standardne komponente:
rutin i L-askorbinsku kiselinu i sintetske antioksidanse
BHA i BHT.

FRAP metoda

Antioksidativna aktivnost etanolnog ekstrakta lista
jagode primenom FRAP metode odredena je po metodi
Benzie i Strain [20], sa izvesnim modifikacijama [14].

Standardna kriva. Priprema FRAP reagensa: (300
mmol dm™>, pH 3,6), TPTZ reagensa (10 mmol dm > u 40
mmol dm~® HCl) i FeCl5-6H,0 (20 mmol dm™) u odnosu
10:1:1. U pet epruveta je odmereno po 3 cm® FRAP
reagensa i njima dodato po 0,1 cm® standardnih ras-
tvora FeSO,-7H,0 (0,2-1 mmol dm_a). Apsorbanca je
merena na 593 nm u odnosu na slepu probu (3 cm?
FRAP reagensa + 0,1 cm® vode). Kalibraciona kriva je
konstruisana na osnovu poznatih koncentracija dobije-
nih vrednosti apsorbanci.

Odredivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata. U
epruvetu je dodato po 0,1 cm® ekstrakta i 3 cm® FRAP
reagensa i nakon inkubacije od 30 minuta na 37 °C
izmerena je apsorbanca na 593 nm. Iz jednacine kali-
bracione krive odredena je koncentracija (mmol dm_?’)
Fe”" u uzorku i preracunata na masu suvog ekstrakta
(mg Fe2+/g suvog ekstrata, tj. FRAP vrednost).

H,0, test

Antioksidativna aktivnost ekstrakta na H,0, odre-
dena je po metodi koju su opisali Ruch i saradnici [21]
sa izvesnim modifikacijama. Napravljena je serija razli-
&itih koncentracija (0,0078-0,5 mg cm™) ekstrakata.
Rastvoru H,0, (40 mmol dm™) pripremljenom u 0,1 M
fosfatnom puferu pH 7,4 odredena je apsorbanca na
230 nm. Ekstraktima razli¢itih koncentracija (1 cm’)
dodato je 3,4 cm’® fosfatnog pufera, rastvor H,0, (0,6
cm’) i nakon 10 min inkubacije u mraku izmerena
apsorbanccija na 230 nm.

Apsorbancija je odredena i za rastvor H,0, razbla-
Zen u navedenom odnosu (0,6 cm’® H,0, date koncen-
tracije kome je dodato 4,4 cm’® fosfatnog pufera —
,kontrolni rastvor”), i za ekstrakt pre tretiranja H,0, (1
cm® ekstrakta kome je dodato 4,0 cm® fosfatnog pufera
— ,blank” rastvor). Kapacitet neutralisanja H,0, se izra-
c¢unava prema jednacini (1).
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Antioksidativna aktivnost primenom ovog testa
odredena je i za standardni antioksidans L-askorbinsku
kiselinu (0,781-25 ug cm).

TBA-MDA test

TBA-MDA test je jedan od najcesce korisc¢enih tes-
tova za kvantitativno pracenje procesa lipidne peroksi-
dacije in vitro. Zasniva se na zagrevanju ispitivanog
uzorka sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA) u kiseloj
sredini, kada dolazi do reakcije TBA i MDA — krajnjim
produktom lipidne peroksidacije nastalim degradacijom
hidroperoksida i gradenja ruZicastog hromogena
([TBA],—malondialdehid adukt) sa apsorpcionim maksi-
mumom na 532 nm. Ovaj obojeni kompleks nastaje
kondenzacijom 2 mol TBA i 1 mol MDA samo iz lanaca
masnih kiselina koje sadrze bar tri dvostruke veze
[22,23]. Antioksidativna aktivnost etanolnog ekstrakta
jagode primenom TBA-MDA testa odredena je po
metodi razvijenoj za rastvore karotenoida, flavonoida i
potencijalnih antioksidanasa [24-26], sa odredenim
modifikacijama. ,Uzorak” ¢ine 0,3 cm’® metanolnog
rastvora PL90 (1x107> mol dm™) i etanolnog ekstrakta
lista jagode (0,00195-0,03125 mg cm ) u odnosu 2:1
(V/V). Lipidna peroksidacija je inicirana dodavanjem 0,2
cm’® vodenog rastvora hidrofilnog termalnog azo-inici-
jatora AAPH (2,2x10 > mol dm™) u toku 3 h na tempe-
raturi od 40 °C, zasti¢eno od svetlosti. Nakon inkubacije
u reakcionu smedu je dodato po 1 cm® vodenog ras-
tvora TCA (5,5%), 0,5 cm® metanolnog rastvora BHT
(1x10” mol dm™) i 0,5 cm® TBA (4,2x10” mol dm™> u
5x107> mol dm~ NaOH). Smesa je inkubirana 10 min na
65 °C a zatim centrifugirana 5 min na 13800 obr./min.
Porast apsorbancije supernatanta na 532 nm pred-
stavlja apsorpcioni maksimum stvorenog TBA-MDA
kompleksa.

Odredena je i apsorbancija rastvora PL90, u kome je
inicirana lipidna peroksidacija, tretiranim sa TBA (,,kon-
trola“) i rastvora PL90, bez inicijacije lipidne peroksi-
dacije, takode tretiranim sa TBA (,,blank”).

Procenat inhibicije lipidne peroksidacije se izracu-
nava prema jednacini (2):

Inhibicija lipidne peroksidacije (%) =
_100(A —Ay) (2)
(Ac—4s)

TBA-MDA test je uraden i sa metanolnim rastvorom
kvercetina kao predstavnikom prirodnih antioksidanasa
(0,00625-0,025 mg cm>) i metanolnim rastvorom BHT
(0,0125-0,05 mg cm ), predstavnikom sintetskih anti-
oksidanasa.

Sposobnost heliranja jona gvoZda (FIC test)

FIC (Ferrous ion-chelating) aktivnost se moze koris-
titi kao test za antioksidanse i to je mera smanjenja
apsorbance gvozda (ll) i ferozin kompleksa na 562 nm.

Sposobnost heliranja je odredena u skladu sa metodom
koju su opisali Dinis i saradnici [27] sa odredenim modi-
fikacijama [28,29]. Rastvoru ekstrakta razli¢itih koncen-
tracija (1 cm®, 0,031-2,0 mg cm_a) dodato je 3,75 cm?
etanola i 0,05 cm® 2 mM FeCl,-4H,0. Reakcija je ini-
cirana dodavanjem 0,2 cm® 5 mM ferozina. Smesa je
inkubirana na sobnoj temperaturi u toku 10 min, nakon
Cega je izmerena apsorbanca na 562 nm. Smesa eta-
nola, ferozina i FeCl,-4H,0 bez test uzorka se koristi kao
,kontrola” a smesa etanola i uzorka bez ferozina i
FeCl,x4H,0 se koristi kao ,blank”. EDTA je referentni
standard za test. NiZa vrednost apsorbancije oznacava
bolju FIC aktivnost, odnosno gvozde-jon helirajucu spo-
sobnost test uzorka. Sposobnost heliranja jona gvozda,
FIC aktivnost (%) je raCunata koris¢enjem jednacine (1).

Svi eksperimenti radeni su u tri ponavljanja. Statis-
ticka obrada podataka radena je u MS Office Excel pro-
gramu.

REZULTATI | DISKUSIJA

Prinos ekstrahovanih supstanci, sadrzaj ukupnih
fenola i flavonoida u ekstraktu lista jagode

Ranijim istraZivanjima pokazano je da prinos ekstra-
hovanih supstanci, sadrzaj ukupnih fenola i antioksi-
dativna aktivnost biljnih ekstrakata zavise od prime-
njene tehnike ekstrakcije. Dhanani i sar. [30] su u
svojim istrazivanjima pokazali da je u etanolnim i vode-
no—etanolnim ekstraktima biljne vrste Withania somni-
fera dobijenim konvencionalnom ekstrakcijom uz ref-
luks veci sadrzaj ukupnih fenola u odnosu na iste eks-
trakte dobijene ultrazvu¢nom ili mikrotalasnom eks-
trakcijom. Prinos ekstrahovanih supstanci, kao i sadrzaj
ukupnih fenola i flavonoida u etanolnom ekstraktu lista
jagode dobijenom ekstrakcijom uz refluks na tempe-
raturi klju¢anja prikazani su u Tabeli 1.

Tabela 1. Prinos ekstrahovanih supstanci, sadrZaj ukupnih
fenola i flavonoida u etanolnom ekstraktu lista jagode;

b.m. — bilini materijal

Table 1. The yield of extracted substances, total phenols and
flavonoids content in the ethanolic extract from strawberry
leaves

Ekstrahovane supstance  Ukupni fenoli  Ukupni flavonoidi
g/100 g b.m. mg GKE/g b.m. mg RE/g b.m.

35,82+1,075 427,46+12,824 17,390,870

Biosinteza flavonoida odvija se u biljci gde oni uces-
tvuju u svetloj fazi fotosinteze u toku koje katalizuju
prenos elektrona. Proces biosinteze flavonoida moze se
stimulisati UV zracenjem, interakcijama izazvanim
mikroorganizmima, ali i hemijskim stresom. Na stvara-
nje fenolnih jedinjenja uti¢u pored svetlosti, tempera-
tura, zemljiSte i drugi faktori [31]. S obzirom na to da je
ispitivana sorta jagode gajena u plasteniku gde je tem-
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peratura u sun¢anim periodima iznad 40 °C, verovatno
je visoka temperatura jedan od uzroka jako visokog
sadrzaja fenolnih jedinjenja u biljnom materijalu.

Antioksidativna aktivnost
DPPH test

DPPH test se zasniva na reakciji razmene atoma
vodonika izmedu antioksidansa i stabilnog DPPH radi-
kala. U reakciji dolazi do redukcije intenzivno ljubicasto
obojenog DPPH radikala do odgovarajuc¢eg hidrazina,
Sto se spektrofotometrijski prati preko pada apsor-
bancije na 517 nm [32]. Na slici 1 je prikazan stepen
neutralisanja DPPH radikala etanolnim ekstraktom lista
jagode.

Vreme inkubacije ekstrakata ima uticaja na stepen
neutralisanja slobodnog DPPH radikala i to za sve ispi-
tivane koncentracije. Stepen neutralisanja DPPH radi-
kala ispitivanim ekstraktom vedi je za inkubirani uzorak
(sl. 1). ECsq vrednosti etanolnog ekstrakta lista jagode,
standardnih komponenti i sintetskih antioksidanasa
prikazane su u Tabeli 2.

Tabela 2. ECs, vrednosti (ug cm™) etanolnog ekstrakta lista
jagode, standardnih komponenti i sintetskih antioksidanasa;
ECso — koncentracija ekstrakta potrebna za neutralisanje 50%
pocetne koncentracije DPPH radikala

Table 2. ECsy values (Lg cm_3) of ethanolic extract from
strawberry leaves, standard components and synthetic
antioxidants

Uzorak Bez inkubacije 20 min inkubacije
Ekstrakt 19,46+0,584 7,91+0,237
Standardna komponenta
L-Aksorbinska kiselina 3,29+0,10 3,29+0,10
Rutin 14,14+0,424 4,39+0,132
Sinteticki antioksidans
BHT - 21,0+0,63
BHA - 7,11+0,213
100 -
Bez inkubacije
80 1 O 20 min inkubacija

N
<
I

DPPH radikala, %
S &

Stepen neutralisanja

o

Ekstrakt pokazuje bolju antioksidativnu aktivnost od
sintetskog antioksidansa BHT, priblizno istu aktivnost
kao i BHA i nesto slabiju aktivnost od L-askorbinske
kiseline i rutina. Obzirom da je BHT jedan od najcesce
koris¢enih antioksidanasa ali sa Stetnim efektima po
organizam [33], na osnovu dobijenih rezultata moze se
zakljuciti da ispitivani ekstrakt predstavlja alternativu
ovom antioksidansu sa potencijalnom primenom u far-
maceutskim, kozmeti¢kim i prehrambenim proizvo-
dima.

lzuzetno visoka antioksidativna aktivnost ekstrakta
najverovatnije dobrim delom potice od fenolnih jedi-
njenja za koje je utvrden visok sadrzaj (427,46 mg
GKE/g b.m.). Antioksidativno delovanje fenolnih jedi-
njenja uglavnom se pripisuje prisustvu hidroksilne funk-
cionalne grupe u njihovoj strukturi [34,35]. Antioksida-
tivno dejstvo ispitivanog ekstrakta ne potice samo od
fenolnih jedinjenja, vec¢ je posledica sinergistickog dejs-
tva ovih jedinjenja sa nekim drugim biomolekulima izo-
lovanim iz biljnog materijala. Podaci o ovakvim ispi-
tivanjima antioksidativne aktivnosti nisu pronadeni u
dostupnoj literaturi.

FRAP metoda

FRAP metoda [20,36—38] se zasniva na redukciji
[Fe**~TPTZ] kompleksa do intenzivno plavog (apsorp-
cioni maksimum 593 nm) [Fe’*~TPTZ] kompleksa u kise-
loj sredini. Koncentracija Fe** ekvivalenata (FRAP vred-
nost) u ekstraktu je ocitana direktno sa kalibracione
krive [14] na osnovu koje se odreduje koncentracija
Fe”* u uzorcima i preratunava na masu ekstrakta. U
tabeli 3 su prikazane FRAP vrednosti (mg Fe’'/g s.e.)
ekstrakta lista jagode, L-askorbinske kiseline i sinte-
tskog antioksidansa BHT.

Rezultati prikazani u tabeli 3 pokazuju da najvecu
FRAP vrednost a time i najbolju redukcionu sposobnost,
odnosno antioksidativnu aktivnost pokazuje sintetski
antioksidans BHT. Ispitivani ekstrakt pokazuje skoro dva

A

0,00195 0,0039

Koncentracija ekstrakta, mgem

0,00781 0,0156

{oz]

03152
3

Slika 1. Stepen neutralisanja DPPH radikala etanolnim ekstraktom lista jagode.
Figure 1. The capacity of neutralizing of DPPH radicals by ethanolic extract from strawberry leaves.

570



Lj.P. STANOJEVIC i sar.: ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST EKSTRAKTA LISTA JAGODE

Hem. ind. 69 (5) 567-576 (2015)

puta bolju redukcionu sposobnost od L-askorbinske
kiseline. Na osnovu prikazanih rezultata, a saglasno
antioksidativnoj aktivnosti ekstrakta odredenoj prime-
nom DPPH testa, moze se reci da su i u ovom testu za
antioksidativnu aktivnost najverovatnije dobrim delom
odgovorni fenoli i flavonoidi.

Tabela 3. FRAP vrednosti etanolnog ekstrakta lista jagode, L-
askorbinske kiseline i sintetskog antioksidansa BHT;

s.m. —suva materija

Table 3. FRAP values of ethanolic extract from strawberry
leaves, L-ascorbic acid and synthetic antioxidant BHT

Uzorak FRAP vrednost, mg Fe2+/g s.m.
Ekstrakt 284,51+14,226
L-Askorbinska kiselina 145,10+10,157

BHT 810,92+40,546

HzOz test

Rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti eks-
trakta primenom H,0, testa (stepen neutralisanja H,0,
- ,H,0, scavenging” u zavisnosti od koncentracije
ekstrakata) su prikazani na slici 2a, a na slici 2b je prika-
zana antioksidativna aktivnost L-askorbinske kiseline
primenom ovog testa.

Stepen neutralisanja H,0, etanolnim ekstraktom
lista jagode zavisi od koncentracije ispitivanog eks-
trakta. Sa ekstraktom koncentracije 0,5 mg cm™ postize
se stepen neutralisanja H,0, od 30,47%. Sa povecanjem
koncentracije ekstrakta iznad 0,5 mg cm”® stepen neu-

c\o' 35
) 30

H,O
1

20

Stepen neutralisanja

7z

tralisanja H,0, se neznatno menja. Ispitivani ekstrakt
pokazuje manju antioksidativnu aktivnost od L-askor-
binske kiseline, koja u koncentraciji 0,025 mg cm® neu-
tralise oko 55% H,0,.

H,0, je u odnosu na druge reaktivne kiseonicne
vrste (npr. hidroksil radikal, OH"; superoksid anjon
radikal, O; ~), manje reaktivan, ali moze biti toksican jer
dovodi do stvaranja hidroksil radikala u celijama, zbog
¢ega je uklanjanje H,0, kao i O, veoma vaZzno za
zastitu celija. Neutralisanje H,0, vodenim ekstraktima
lista jagode moze se pripisati prisutnos¢u fenolnih jedi-
njenja [39].

TBA-MDA test

Na slici 3 je prikazan stepen inhibicije lipidne pero-
ksidacije etanolnim ekstraktom lista jagode, a na slici 4
stepen inhibicije lipidne peroksidacije metanolnim ras-
tvorima sintetskog antioksidansa BHT (slika 4a) i stan-
darda kvercetina (slika 4b).

Najvedi stepen inhibicije lipidne peroksidacije (99%)
postize se pri koncentraciji 0,05 mg cm™ BHT. Kod
kvercetina se najveci stepen ihibicije lipidne peroksi-
dacije (84%) postize sa koncentracijom od 0,025 mg
cm>. Na osnovu prikazanih rezultata vidi se da je ispi-
tivani ekstrakt pokazao dobru, koncentracijski zavisnu,
antioksidativnu aktivnost. Sa koncentracijom ekstrakta
od 0,03125 mg cm postignuta je inhibicija lipidne
peroksidacije od 70%. Poredenjem antioksidativnih
aktivnosti ekstrakta i poznatih antioksidanasa (kverce-

0,0078

0,0156

0,03125

0,0625

0,125

~

Koncentracija ekstrakta, mgem ™

(=N
(= =]

(=T =]

(=)

Stepen neutralisanja H202, %
13 ks = W

0,000781 0,00156

0,0063

0,0125 0,025

Koncentracija L-askorbinske kiseline, mgcm‘3

Slika 2. Stepen neutralisanja vodonik peroksida etanolnim ekstraktom lista jagode (a) i L-askorbinskom kiselinom (b).
Figure 2. The capacity of neutralizing of hydrogen peroxide by ethanolic extract from strawberry leaves (a) and L-ascorbic acid (b).
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Slika 3. Inhibicija lipidne peroksidacije etanolnim ekstraktom lista jagode.
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Figure 3. The inhibition of lipid peroxidation by ethanolic extract of strawberry leaves.
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Slika 4. Inhibicija lipidne peroksidacije metanolnim rastvorima BHT (a) i kvercetina (b).

Figure 4. The inhibition of lipid peroxidation by methanolic solutions of BHT (a) and quercetin (b).
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tina i BHT), moze se zakljuciti da dobijeni ekstrakt poka-
zuje visoku antioksidativnu aktivnost pod opisanim
uslovima.

Fenolna jedinjenja direktno smanjuju koli¢inu nasta-
lih peroksi radikala. Na osnovu brojnih in vitro ispitiva-
nja se doslo do zaklju¢ka da je 1,2-dihidrosupstitucija
(orto-supstitucija) prstena B (tzv. kateholna struktura)
kljuéna za antioksidativnu aktivnost fenolnih jedinjenja
[40,41]. Ova jedinjenja su najverovatnije velikim delom
odgovorna za visok stepen inhibicije lipidne peroksi-
dacije etanolnim ekstraktom lista jagode.

FIC test

Sposobnost heliranja jona gvozda etanolnog eks-
trakta lista jagode i rastvora EDTA prikazana je na slici
5. Ekstrakt lista jagode sorte Zenga zengana dostigao je
maksimum od 67,90% pri koncentraciji od 2 mg cm™
(slika 5a). Helirajuc¢i efekat EDTA (opseg koncentracija
0,004-0,25 mg cm ) je znatno bolji od ekstrakta (slika
5b). Maksimum aktivnosti je postignut pri koncentraciji
0,25 mg cm” i iznosi 96,34%.

Postoje naucni dokazi o pozitivnoj korelaciji izmedu
sposobnosti heliranja jona gvoZzda i sadrzaja ukupnih
fenola [42]. Sposobnost heliranja jona metala koju
pokazuju fenolna jedinjenja u funkciji je njihove karak-
teristicne strukture, broja i polozaja hidroksilnih grupa
[43]. Antioksidativha aktivnost odredena primenom

80
70
60
50
40
30
20

1 7 7
. _mm /4

Sposobnost heliranja jona
gvozda, %

ovog, kao i u sluéaju prethodnih testova verovatno je
posledica visokog sadrzaja fenolnih jedinjenja.

Prikazani podaci u ovom radu ukazuju da antioksi-
dativna aktivnost etanolnog ekstrakta lista jagode naj-
verovatnije potice veé¢im delom od fenola, ali je i rezul-
tat njihovog sinergistickog delovanja sa ostalim bioak-
tivnim jedinjenjima prisutnim u ekstraktu.

ZAKLJUCAK

U etanolnom ekstraktu lista gajene jagode sorte
Zenga zengana utvrden je visok sadrzaj ukupnih fenola
dok je sadrzaj ukupnih flavonoida znatno nizi. Ispitivani
ekstrakt pokazao je dobru, koncentracijski zavisnu anti-
oksidativnu aktivnost, nezavisno od primenjene antiok-
sidativne metode.

Poslednjih godina intenzivirana su ispitivanja biljnih
ekstrakata koji predstavljaju alternativu sintetskim anti-
oksidansima. Ispitivani ekstrakt lista gajene jagode
pokazao je znacajnu antioksidativnu aktivnost i pred-
stavlja potencijalni izvor prirodnih antioksidanasa sa
moguéom primenom u prehrambenoj, farmaceutskoj i
kozmetickoj industriji. Dalja istraZivanja bice usmerena
u pravcu ispitivanja antiinflamatornih, diuretskih i
antikancerogenih aktivnosti, kao i detaljnijoj analizi
hemijskog sastava dobijenog ekstrakta.
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0,25 0.5 1,0 2,0

Koncentracija ekstrakta, mgem™

120 -

D o] (=3
(=] (=] (=}
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=

\

S

0,0039 0,00781 0,0156

0,03125 0,0625 0,125

Koncentracija EDTA, mgcm'3

Slika 5. Sposobnost heliranja jona gvoZda etanolnog ekstrakta lista jagode (a) i EDTA (b).
Figure 5. The iron ions chelating ability of ethanolic extract from strawberry leaves (a) and of EDTA (b).
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SUMMARY

ANTIOXIDANT ACTIVITY OF ETHANOLIC EXTRACT FROM CULTIVATED STRAWBERRIES’ LEAVES (Fragariae folium)

Ljiliana P. Stanojevi¢, Jelena S. Stanojevié, Dragan J. Cvetkovi¢, Milorad D. Caki¢, Dusica P. Ili¢

University of Nis, Faculty of Technology, Leskovac, Serbia
(Scientific paper)

Strawberry is a member of the rose family (Rosaceae, subfamily Rosoideae,
tribe Potentilleae) in the genus Fragaria. The cultivated varieties of commercial
strawberries usually were designated as Fragaria ananassa. Root, leaf, flower and
fruit have the healing properties. The strawberry leaves extract is used for blood
cleaning, for treatment of oral inflammation, diarrhea, various gastro-intestinal
inflammation, and hemorrhoids, as well as a diuretic. So far, many positive bio-
logical effects of strawberries (anticancer, antioxidant and anticoagulant effect)
have been proven. The purpose of this study was to evaluate the antioxidant
potential of ethanolic extract from cultivated strawberries (Fragariae folium,
varieties Senga Sengana) by using different antioxidant assays (DPPH, FRAP, FIC,
H,0, and TBA-MDA). Ethanolic extract from strawberry leaves was obtained by
reflux extraction at the boiling temperature. Total phenols and total flavonoids
content was determined spectrophotometrically by the method of Folin-Ciocalteu
and by method with AICl;, respectively. In the extract was determined high con-
tent of total phenols, while the total flavonoid content is much lower. The con-
centrations of extract required to neutralize 50% of the initial concentration of
DPPH radicals (ECsp) after 20 min incubation and immediately after adding DPPH
radical solution were 7.91 and 19.46 ug em’?, respectively. Extract was achieved
the maximum iron ions chelating ability (67.89%) at a concentration of 2 mg cm™.
Inhibition of lipid peroxidation of 70% was achieved by extract concentration of
0.03125 mg em™, while the maximum neutralization of H,0, (30.47%) was
achieved by extract concentration of 0.5 mg cm”®. FRAP value of the investigated
extract is 284.51 mg Fe2+/g of dry extract. Presented results of the antioxidant
activity show that the obtained extract from the cultivated strawberry leaves is a
potential source of natural antioxidants.
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