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1ZVOD

Veronica officinalis je biljka koja ima veliku primenu u
tradicionalnoj medicini, ali njen sastav i delovanje nisu naucno
ispitani. Iz tog razloga cilj ovog rada je da se identifikuje
jedinjenje koje je u najvecoj meri zastupljeno u ekstraktu vrste V.
officinalis i proveri kako razli¢iti uslovi ekstrakcije utiu na
njegovu koncentraciju u ekstraktu, kao i na sadrzaj ukupnih fenola.
Rezultati su pokazali da je dominantno jedinjenje akteozid, a da
primenom ultrazvuka, kao i povecanjem temperature, raste njegova
koncentracija, kao 1 sadrzaj ukupnih fenola. Antiradikalska
aktivnost ekstrakta odredena DPPH testom je u direktnoj korelaciji
sa sadrzajem akteozida i ukupnih fenola u ispitivanim ekstraktima.

Kljuéne re¢i: Veronica officinalis, ekstrakcija, ultrazvuk, antioksidantno delovanje.

UvVOD

Tradicionalna medicina koristi biljnu vrstu Veronica officinalis L.
(Plantaginaceae) u narodu poznatu kao razgon ili ¢estoslavica u leCenju bronhitisa,
bronhijalne astme, kod nekih oboljenja gastrointestalnog trakta, reumatizma i
artritisa. Nedavne etnobotanicke studije zabelezile su i neke druge nacine primene.
U Italiji se koristi kao diuretik i za ublazavanje upalnih procesa na koZi, u Spaniji u
le¢enju ekcema, dok se u Austriji V. officinalis koristi interno u obliku ¢aja kod
oboljenja nervnog, respiratornog 1 kardiovaskularnog sistema, kao 1 kod
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poremecaja metabolizma. U Srbiji je zabelezena njena primena kao ekspektoransa
u kombinaciji sa drugim biljnim vrstama, kao blagog diuretika i kod bolova u
stomaku [1].

Vrsta V. officinalis raste na podru¢ju srednje i severne Evrope, Azije i
severne Amerike. Rasprostranjena je i na teritoriji Srbije, u vlaznim lis¢arskim i
Cetinarskim Sumama [1].

Prethodna fitohemijska ispitivanja pokazala su da herba ove biljne vrste
sadrzi iridoide (veronikozid, katalpol, aukubin, veprozid, musaenozid, landrozid):
flavonoide (derivate luteolina): triterpenske saponozide, tanine, i fenolkarbonske
kiseline (hlorogensku i kafenu kiselinu) [2].

Tokom aerobnog metabolizma u organizmu dolazi do neprekidnog
stvaranja slobodnih radikala. Kao nestabilni joni, oni mogu dovesti do oste¢enja
makromolekula kao §to su DNK, lipidi i proteini. Ljudski organizam je razvio
sistem borbe protiv slobodnih radikala koji ukljucuje enzimski sistem (superoksid-
dismutaza, katalaza i Se-glutation peroksidaza): kao i neenzimske molekule
(glutation, histadin-peptidi, melatonin i dr.) i hemijske elemente Zn i Se [3]. Ipak,
usled ogranicenosti ovih sistema, potrebno je unositi egzogene antioksidanse.
Najznacajniji egzogeni antioksidansi su vitamin C, A i E, karotenoidi i polifenoli.

Antioksidantno delovanje biljnih ekstrakata u velikoj meri zavisi i od
nacina, odnosno efikasnosti ekstrakcije. Razlicite ekstrakcione tehnike primenjene
na isti biljni material, sa istim ekstrakcionim sredstvom znacajno variraju sadrzaj
aktivnih materija. Sa povecanjem interesa za biljnim lekovima raste i potreba za
nalazenjem najoptimalnijih tehnika za ekstrakciju biljnih sirovina kako bi se dobili
proizvodi ujednacenog kvaliteta. Razvoj modernih tehnika ekstrakcije kao §to je
ekstrakcija primenom ultrazvuka dovela je do znacajnih prednosti u odnosu na
konvencionalne tehnike u pogledu redukcije organskog rastvaraca i smanjenja
razgradnje uzorka [4].

Cilj rada je identifikacija dominantnog jedinjenja u 70% etanolno-vodenom
ekstraktu vrste V. officinalis, kao i utvrdivanje efekta primene ultrazvuka i povisene
temperature na stepen ekstrakcije ovog jedinjenja, kao i ukupnih polifenola.

MATERIJAL I METODE

Biljni materijal

Za ekstrakciju je koriS¢en nadzemni deo u cvetu vrste V. officinalis,
prikupljen na podrucju Tare. Ekstrakti su pripremljeni sa 70% etanolom, u odnosu
droga/ekstrakciono sredstvo 1:10 (w/v). Prvi ekstrakt dobijen je maceracijom na
Sejkeru tokom 30 minuta na sobnoj temperaturi (Heidolph Unimax- 1010). Za
preostala tri ekstrakta primenjen je ultrazvuk (Bandolin sonorex) i tri razlicite
temperature (sobna, 50 °C i 70 °C) tokom 15 minuta.
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Kvantitativna HPLC analiza

Visokoefikasna te¢na hromatografija (HPLC) izvedena je na aparatu Agilent
1200 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) opremljenim detektorom sa
diodnim nizom (DAD) model G1315B na koloni Agilent Zorbax SB — C18, veli¢ine
Cestica 5 pm i dimenzija 150 % 4,6 mm [1].

Dobijeni ekstrakti V. officinalis su profiltrirani kroz membranski filter (0,45
um) pre HPLC analize. Kao mobilna faza kori$¢ena je 1%-na ortofosforna kiselina u
vodi (faza A) i acetonitril (faza B). Injekciona zapremina uzorka je bila 5 pl, a
eluiranje je vrSeno gradijentom po sledecoj Semi: 0 — 5 min, 2 — 10% B; 5 — 10 min,
10— 15% B; 10 — 30 min, 15% B, 30 — 32 min, 15 — 18% B; 32 — 42 min, 18% B; 42
— 50 min, 18 — 25% B; 50 — 55 min, 25 — 40% B; 55 — 60 min, 40 — 70% B; 60 — 63
min, 70 — 100% B. Brzina protoka iznosila je 1 ml/min, a UV apsorbancija je merena
na 204, 2701 330 nm.

Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola u70%etanolnom ekstraktu vrste V.officinalis je
odredivan spektrofotometrijski na bazi reakcije sa Folin-Ciocalteu (FC) reagensom
[5]- U 100 pl te¢nog ekstrakta je dodato 750 pl razblazenog (1:10) FC reagensa. Pet
minuta kasnije, dodato je 750 pl natrijum-karbonata (60 mg/ml). Nakon 90 min
inkubacije na sobnoj temperaturi, izmerena je apsorbancija na 725 nm. Za
kalibraciju standardne krive koriS¢ena je galna kiselina (0-100 mg/l). Rezultati su
izrazeni kao ekvivalenti galne kiseline po gramu suve mase biljke. Dobijeni
rezultati predstavljaju srednju vrednost tri odredivanja.

Antioksidantna aktivnost

Antioksidantna aktivnost u 70% etanolnom ekstraktu V. officinalis je merena
spektrofotometrijski na osnovu reakcije sa 2,2-difenil-1-pokrilhidrazil (DPPH) [6].
Pocetni ekstrakt je razblazen u odnosu 1:50 da bi bilo moguce izmeriti apsorbancu
nakon dodatka rastvora DPPH. Uzete su alikvoti od 20 pL, 40 pL 60 pL 80 pL 100
pL, svakog od 4 uzorka, u $ta je dodato 500 pL rastvora DPPH, a zatim dopunjeni do
2 mL metanolom. Apsorbanca je merena na talasnoj duzini od 517nm. Rezultati su
izrazeni kao koncentracija ekstrakta (ICsp) koja smanjuje absorbancu DPPH za 50%
u odnosu na kontrolu koju €ini rastvor DPPH i metanol.

REZULTATI 1 DISKUSIJA
Sadrzaj akteozida
Primenom HPLC tehnike i metode eksternog standarda fenolno jedinjenje

akteozid indetifikovano je kao dominantno u ekstraktu vrste V. officinalis. Po
svojoj strukturi ovaj biljni metabolit pripada derivatima fenolnih kiselina, tacnije
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feniletanoidnim glikozidima 1 prema dostupnim literaturnim podacima
karakteristi¢an je za vrste roda Veronica[7].

U ovom ispitivanju najve¢i sadrzaj akteozida dobijen je ekstrakcijom uz
primenu ultrazvuka na temperaturi od 70° C (Tabela 1): dok je najmanja koli¢ina
nadena u ekstraktu pripremljenom maceracijom. Moze se zakljuciti da povecanje
temperature i primena ultrazvuka imaju pozitivan uticaj na proces ekstrakcije
aktozida iz vrste V. officinalis.

Uticaj ultrazvuka i temperature na ekstrakciju ukupnih polifenola

Kori$c¢enje ultrazvuka tokom ekstrakcije pokazuje znaCajan efekat i na
sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktu. U prethodno objavljanim radovima na ovu
temu kao najverovatniji mehanizam delovanja ultrazvuka isti¢e se intenziviranje
prenosa mase i lakSe prodiranje rastvaraca u celije biljnog materijala. Sa druge
strane, kod klasi¢ne maceracije mehanizam ukljuuje normalnu difuziju kroz
¢elijske zidove [8].

Vedi sadrzaj polifenolnih jedinjenja je dobijen za duplo krace vreme (15
minuta) uz primenu ultrazvuka u odnosu na maceraciju kao konvencionalnu
tehniku ekstrakcije (30 minuta). UsSteda energije koja se postize ustedom u
vremenu je veoma znacajna za eventualno industrijsko dobijanje ekstrakta vrste
Veronica officinalis.

Sto se ti¢e odnosa koli¢ine ekstrakovanih polifenola uz  primenu
ultrazvuka na sobnoj temperaturi i na 50° C, ne primeéuje se znacajna razlika. Sa
druge strane, znacajno veca koli¢ina polifenola se nalazi u ekstraktu koji je dobijen
uz primenu ultrazvuka i na temperaturi od 70°C. Ovo se moZe objasniti opadanjem
viskoziteta ekstrakcionog sredstva sa povecanjem temperature, $to povecava stepen
penetracije u biljni materijal i samim tim koncentraciju polifenola u ekstraktu.

Antioksidantna aktivnost vrste Veronica officinalis

Antioksidantni potencijal i ranije je prikazan za Veronica vrste [9-11] i
jedinjenja izolovana iz njih [12, 13].

U okviru sprovedenog ispitivanja ekstrakti dobijeni primenom ultrazvuka
pokazuju veci antioksidanti potencijal u odnosu na ekstrakte dobijene maceracijom,
Sto je u korelaciji sa sadrzajem akteozida u njima. Ipak, dobijene ICs, vrednosti su
znacajno niZe u odnosu na vrednosti prethodno dobijene za vrste V. teucrium, V.
jacquinii i V. urticifolia koje su bile niZe od 50 pg/mL [11].

Nekoliko in vitro ispitivanja je pokazalo da fenilpropanoidi kojima pripada i
akteozid predstavljaju snazne antioksidanse zahvaljuju¢i sposobnosti inhibicije
oksidacije nisko zasi¢enih lipoproteina putem razlicitth mehanizama kao $to su
hvatanje slobodnih radikala i kompleksiranje metalnih jona, $to je povezano sa
prisustvom polifenola i feniletanoidne grupe u njihovoj strukturi. Chen i saradnici
[14] su pokazali da sa porastom koncentracije akteozida, odnosno ukupnih fenola,
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raste antiradikalska aktivnost ekstrakta. Osim toga, brojna su ispitivanja Ciji rezultati
svedoCe o snaznoj korelaciji sadrzaja ukupnih fenola i antioksidantne aktivnosti [15].

Tabela 1. Sadrzaj ukupnih fenola, akteozida i stepen inhibicije DPPH radikala za
ispitivane V. officinalis ekstrakte

Table 1. Total phenolic content, acteoside content and anti-DPPH activity for
tested V. officinalis extracts

Ukupni fenoli Sadrzaj akteozida
Uzorak* . V ICs
Sample* Total phenolic content Acteoside content L)
(mg GAE/sm) (mg/g sm)
1 16,28+1,35 6,24+0,57 155,52+8,23
2 18,57+1,68 7,36+0,44 146,714£6,12
3 18,77+£2,11 8,17+0,62 112,83+7,16
4 24,30+2,91 8,51+0,81 106,42+6,83

* Uzorak 1 - ekstrakt dobijen maceracijom na sobnoj temperaturi; uzorak 2 - ekstrakt dobijen
uz primenu ultrazvuka na sobnoj temperaturi; uzorak 3 - ekstrakt dobijen uz primenu
ultrazvuka na 50 °C; uzorak 4 - ekstrakt dobijen uz primenu ultrazvuka na 70 °C.

* Sample 1 — extract obtained by maceration at room temperature; sample 2 - extract
obtained by applying ultrasound at room temperature; sample 3 - extract obtained by
applying ultrasound at 50 °C; sample 4 -extract obtained by applying ultrasound at 70°C.
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SUMMARY

Veronica officinalis is plant species used in traditional medicine
worldwide, but its effects have not been investigated so far. Consequently, the aim
of this research was to identify dominant compound in V. officinalis extracts and to
determine the effect of ultrasound and extraction temperature on the content of that
compound and total phenolic content. Moreover we investigated the correlation
between the concentration of dominant compound and antiradical activity of tested
extracts. The main compound in extracts was acteoside. Higher amount of total
phenolics and acteoside were obtained using ultrasound-assisted extraction
technique and higher temperatures. DPPH assay, which is used for measuring
antiradical potential, showed that concentration of acteoside, as well as
concentration of polyphenolic compounds, is directly correlated with antioxidative
potentiality tested extracts.

Key words:Veronica officinalis, extraction, ultrasound, antiradical potential.
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