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Сажетак: У овом раду вршено је одређивање антиоксидативног деловања етанолног раствора невена (Calendula officinalis L.). Биљни материјал (цвет невена) уситњен је у лабораторијским условима након чега је дефинисан степен уситњености преко величине средњег пречника честица. Тако припремљен биљни материјал екстрахован је коришћењем 40%, 50% и 60% етанола као растварача. Екстракција је вршена 30, 60, 90, 120, 150 и 180 минута на собној температури при односу дроге и растварача 1:10. У сваком добијеном етанолном екстракту антиоксидативност је испитана одређивањем садржаја укупних фенола методом по Follin Ciocalteu и флавоноида методом по Markamu. Садржај укупних фенола се кретао од 666,27 - 773,57 mg хлорогенске киселине/g сувог екстракта а флавоноида од 29,49 – 33,97 mg катехина /100 g сувог екстракта.

Кључне ријечи: антиоксидативно деловање, невен, етанол, екстракција, 
           феноли, флавоноиди

Abstract: In this paper antioxidant activity of ethanolic solutions of marigold           (Calendula officinalis L.) is examination. Plant material (marigold flower) is milled in the laboratory, and the mean particle diameter is calculated. This prepared plant material was extracted using 40%, 50% and 60% ethanol as a solvent. Extraction was carried out for extraction time 30, 60, 90, 120, 150 and 180 minutes at room temperature and the ratio drugs and solvents 1:10. In all obtained ethanolic extract antioxidant activity is determination. The determination of total phenol content and the flavonoids content were performed by Follina Ciocalteu and Markame method. Total phenol content was from 666.27 to 773.57 mg chlorogenic acid/g of dry extract and the content of flavonoids was from 29.49 to 33.97 mg of catechine/100 g of dry extract.
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УВОД

Бројна истраживања у области хемије, биохемије и медицине потврђују да воће, поврће, зачинско и лековито биље, житарице и друге намирнице биљног порјекла као и њихови екстракти садрже природне антиоксиданте. Значајну групу природних антиоксиданата чине биљни феноли (фенолне киселине, флавони, изофлавони, антоцијани, проантоцијанидини, танини), који поред антиоксидативних посједују и антимутагена, антиканцерогена, антиинфламаторна, антиулкусна и антимикробна својства, а такође смањују ризик од појаве кардиоваскуларних обољења [1, 2, 3].
Антиоксиданти представљају супстанце које присутне у малим количинама, одлажу или успоравају оксидативне промене супстрата који лако оксидују. Савремена медицина настанак многих обољења доводи у везу са повећаном и неконтролисаном продукцијом слободних радикала, што може да проузрокује оксидативна оштећења примарних биомолекула (липида, протеина, угљених хидрата и нуклеинских киселина) [2, 4, 5].
У последње вријеме постоји потреба да  се интезивирају истраживања антиоксидативног и биолошког дејства лековитог биља због тенденције замене синтетичких биолошки активних једињења са природним једињењима. Разлог томе је сумња да синтетички антиоксиданти испољавају токсичне ефекте. Сходно томе се доста ради на екстракцији љековитог биља у циљу добијања екстраката који имају одређено антиоксидативно деловање. Такви екстракти би могли успешно да се примене као замјена ситетичким у прехрамбеној, фармацеутској и козметичкој индустрији [1, 5, 6].
Невен (Calendula officinalis L.) је позната баштенска, жбунаста, једногодишња биљка висока 30-60cm. Као дрога се користе суви или свежи цветови (Calendulae flos) који садрже каротеноиде, флавоноиде, хемолитички активне гликозиде олеанолне киселине календулозиде, тритерпенске алкохоле, стероле, смоле, слузи, танине, етарско уље и др. Приписује му се спазмолитично, антифлогистично и дијафоретично деловање [7, 8].
Невен није официналан по Ph Jug V, али је прописан у старијим издањима Немачке и Руске фармакопеје, као и у допуни Европске фармакопеје 6.0, издатој 2008. 
Новије фармаколошке студије показују да метанолни и бутанолни екстракти невена поседују слабо изражено антиоксидативно деловање [7, 9].
Фармаколошко деловање конвенционалних екстраката невена (тинктуре и уљани екстракти) приписује се, углавном, присутним сапонинима, сесквитерпенским гликозидима, флавоноидима и тритерпенима. Велики број аутора се бави испитивањем састава, стабилности и деловања водено-алкохолних, метанолних и уљних екстраката невена [10].
У овом раду је испитан етанолни екстракт невена (Calendula officinalis L.) и одређено његово антиоксидативно деловање. 

1. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ РАДА

У испитивању је коришћен узорак суве цвасти невена (Callendula Officinalis L.), који је узгајан на огледном пољу Научног института за ратарство и повртарство из Новог Сада, Србија,  узбран у јулу 2011. године.
За уситњавање биљног материјала (цвета невена) у лабораторијским условима примјењен је млин за кафу, након чега је дефинисан степен уситњености дроге преко величине средњег пречника честица. Степен уситњености је израчунат из израза: 
 								                                                      (1)
где је: 
· mi - масени проценат i те фракције  (mm),
· di - средњи пречник i-те фракције (mm),
· d - степен уситњености (mm).
Приликом  одређивање средњег пречника (степена уситњености) примјењен је сет сита произвођача  Erweka Apparatebau GmbH, Немачка [11].
Припремљен биљни материјал (одређеног средњег пречника) екстрахован je 40%, 50% и 60% етанолом.  Екстракција је вршена при различитим временским интервалима, тј. на 30, 60, 90, 120, 150 и 180 минута на собној температури. Однос дроге и растварача је био 1:10 у свим случајевима. Добијени екстракт је преношен у предходно измерен балон и упараван на ротационом вакум упаривачу до сува. Узорак упареног екстракта је сушен у сушници на 105 ºC у току 2 сата. На основу масе сувог екстракта израчунаван је принос екстракције који је приказан у g сувог екстракта/100 g дроге. 
 	Одређивање укупних фенола извршено је методом по Follin-Ciocalteu. Метода по Follin-Ciocalteu је спектрофотометријска метода која се заснива на оксидацији фенолних једињења помоћу реагенса, тј. раствора Follin-Ciocalteu. Услед оксидације, раствор мења боју у интензивно плаву. Интензитет обојености је сразмеран концетрацији фенолних једињења и мери се спектофотометријски на таласној дужини од 750 nm.
	Израчунавање садржаја укупних фенола срачунатих на хлорогенску киселину вршено је на основу апсорбанце и једначине добијене за масу хлорогенске киселине.
Стандардни раствор хлорогенске киселине припремљен је тако што је хлорогенска киселина (5 mg) пренета у суд од 50 ml и растворена у мало метанола. Затим је суд допуњен до црте метанолом и добијен је раствор концетрације 0,1 mg/ml.
Узете су следеће запремине стандардног раствора: 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 i 0,5 ml што одговара маси хлорогенске киселине од 0,01; 0,02; 0,03; 0,04 i 0,05 mg. Ове масе су смештене у посебне епрувете и разблажене водом до укупне запремине од 8 ml. Затим је додат Follin-Ciocalteu реагенс (0,5ml) i 20% раствор Na2CO3 (1,5 ml) и након 30 минута мерена је апсорбанца на таласној дужини λ=750 nm. Конструисан је дијаграм зависности апсорбанције од различитих маса хлорогенске киселине.
Одређивање укупних флавоноида (метода по Markamu) се заснива на особини флавоноида да са металима дају одговарајуће метало-комплексе. Нарочито је важан Al3+ комплекс.
За израчунавање садржаја укупних флавоноида срачунатих на катехин коришћена је одговарајућа једначина зависности апсорбанције од концентрације катехина.  
Израда стандардног дијаграма je учињена тако што је катехин хидрат (50 mg) пренет у суд од 100 ml и супстанца растворена у мало метанола а затим је одмерени суд допуњен до црте метанолом. На основу овог стандардног раствора за катехин припремљене су његове различите концетрације у опсегу 0,0025; 0,005; 0,0075; 0,01 i 0,0125 mg/ml, у различитим епруветама. У сваку епрувету додато је 4 ml воде и 0,3 ml 5% NaNO2. Након 5 минута добијеној смеши додато је 0,3 ml 10% AlCl3 а након следећих 6 минута додато је 2ml NaOH концетрације 1 mol/dm3. Епрувете су затим допуњене водом до запремине од 10 ml. Апсорбанца је мерена на λ=510 nm. На основу измерених апсорбанци конструисан је дијаграм зависности апсорбанци од концетрације катехина.


2. РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЈА

Биљни материјал је припремљен за екстракцију уситњавањем помоћу млина за кафу (Bosch Ø=7 cm; број обртаја 1200 min-1). Степен уситњености материјала одређен је применом израза (1), изражен преко средњег пречника честице  d= 0,3212 mm. 
У циљу одређивања садржаја укупних фенола израђен је стандардни дијаграм зависности апсорбанце од масе хлорогенске киселине (слика 1).


















Слика 1. Калибрациона крива стандардног раствора хлорогенске киселине 

На основу измерених апсорбанци раствора добијених упаравањем екстраката невена, са калибрационе криве стандардног раствора хлорогенске киселине (слика 1.) очитана је маса полифенолних једињења, а затим је садржај полифенолних једињења у пречишћеном екстракту изражен као еквивалент хлорогенске киселине (mg хлорогенске киселине/g сувог екстракта), што је приказано у табели 1.

Табела 1. Укупан садржај фенола у анализираним екстрактима невена	
	Растварач
	Време (h)

	
	0,5
	1
	1,5
	2
	2,5
	3

	
	Укупни феноли
(mg хлорогенске киселине /g сувог екстракта)

	40% етанол
	753,54
	763,37
	773,57
	770,36
	759,36
	760,63

	50% етанол
	684,23
	702,27
	687,85
	727,24
	687,55
	689,65

	60% етанол
	677,4
	704,61
	693,06
	673,2
	666,27
	690,27


Садржај укупних флавоноида је одређен спектрофотометријски, комплексирањем флавоноида са Al(III)-јонима методом по Markamu. Укупни садржај флавоноида срачунат је на катехин.
Мерењем апсорбанце раствора у зависности од концентрације катехина добијена је калибрациона крива стандардног раствора катехина (слика 2.).


















Слика 2. Калибрациона крива стандардног раствора катехина 

На основу измерених апсорбанци раствора добијених упаравањем екстраката невена, са калибрационе криве стандардног раствора катехина (слика 2.) очитана је концентрација (mg/ml) укупних флавоноида, а затим је садржај укупних флавоноида у пречишћеном екстракту изражен као еквивалент катехина (mg катехина/g сувог екстракта). Укупан садржај флавоноида у етанолним екстрактима невена дат је у табели 2.

Табела 2. Укупан садржај флавоноида у анализираним екстрактима невена
	Растварач
	Време (h)

	
	0,5
	1
	1,5
	2
	2,5
	3

	
	Укупни флавоноиди (mg катехина /100g сувог екстракта)

	40% етанол
	30,64
	30,49
	30,55
	29,49
	30,39
	30,43

	50% етанол
	29,88
	31,24
	31,32
	31,69
	31,61
	31,41

	60% етанол
	32,51
	32,42
	33,31
	33,00
	33,97
	33,80




3. ЗАКЉУЧАК

1. На основу одређивања садржаја укупних фенолних једињења срачунатих на хлорогенску киселину, у сувим екстрактима невена добијеним екстракцијом испитиваним растварачима, закључено је да се применом 40% етанола као екстрагенса добијају екстракти са највећим садржајем укупних фенола 773,57 mg хлорогенске киселине/g сувог екстракта). Коришћењем 50% и 60% етанолних раствора добијен је садржај укупних фенола од 727,24 односно 704,61 mg хлорогенске киселине/g сувог екстракта. 

2. Приликом одређивања садржаја укупних флавоноида срачунатих на катехин закључено је да се применом 60% етанола као екстрагенса добијају екстракти са највећим садржајем укупних флавоноида (33,97 mg катехина /100g сувог остатка). Коришћењем 40% и 50% етанолних раствора добијени су екстракти са сличним садржајем укупних флавоноида (30,64 односно    31,69 mg катехина /100g сувог остатка).

3. Проведена истраживања показала су да етанолни екстракти цвета невена (Calendula officinalis L.) показују добро антиоксидативно деловање у погледу садржаја укупних фенола и флавоноида. Резултати су у сагласности са литературним подацима за ову биљку. 
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