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PRELIMINARNO ISPITIVANJE ANTIMIKROBNOG I
ANTIGENOTOKS]CNOG POTENCIJALA EKSTRAKATA CESNJACE
‘ (Alliaria petiolata, Brassicaceae)

Jelena S. Katanic Stankovicl’, Sanja Mati¢?, Nikola Sreckoviéz?,
Snezana Stanic3, Vladimir Mihailovicé?

Izvod: Cesnjaca (Alliaria petiolata, Brasicaceae) je do sada nedovoljno ispitana,
stiva biljna vrsta koja je u upotrebi kako u kulinarstvu, tako i u tradicionalnoj
edicini. U ovom radu, po prvi put, ispitan je antimikrobni potencijal metanolnih
- ata nadzemnog dela (APA) i korena (APR) ¢e$njace i in vitro protektivni efekti
trakata kod oStecenja DNK indukovanih hidroksil i peroksil radikalima. Dobijeni
iltati ukazuju da su APA i APR ekstrakti ispoljili umerenu antimikrobnu aktivnost
paCajan DNK-protektivni potencijal kod oksidativnih o$tecenja izazvanih
bodnim radikalima, $to podstice dalja istraZivanja i njihovu potencijalnu upotrebu
rehrambene i/ili farmakolo$ke svrhe.

Kljuéne reci: Alliaria petiolata, ¢e$njaca, antimikrobna aktivnost, DNK-
wtektivni potencijal

Uvod

Alliaria petiolata (M.Bieb.) Cavara & Grande, poznata u narodu kao ¢esnjata
ng Garhc mustard - beli luk, senf), je biljka iz porodice Brassicaceae. Listovi,
,u i, kao i plod ove biljke su jestivi i imaju miris koji podseca i na beli luk i na
f, pa se koriste u kulinarstvu. Ce¥njata se, zahvaljujuéu svojim farmakolo$kim
sobinama, koristi i u tradicionalnoj medicini. Caj od listova je u upotrebi za
otiscavanje krvi, nadzemni deo biljke u cvetu koristi se kao ekspektorant,
atiseptik, antiastmatik, za zarastanje rana, kod ulceroznih promena na kozi, a sok
d biljke pospeSuje protok krvi (BlaZevi¢ i Masteli¢, 2008). Jedinstvene
ganoleptitke osobine CeSnjale razvijaju se zbog prisustva glukozinolata (f-
oglukozid-N-hidroksisulfata), hemijskih jedinjenja koja predstavljaju sekundarne
'bollte karakteristi¢ne za porodicu Brassicaceae (Avato i Argentieri, 2015).
skozinolati se oslobadaju delovanjem enzima mirozinaze nakon o$tecenja
slinog tkiva. A. petiolata sadrzi glukozinolat sinigrin, koji ucestvuje u zastiti biljke
id bolesti i Stetocina, i aliarinozid, y-hidroksinitril glukozid koji ima ulogu u
sdbrani biljke od herbivora (Frisch i sar.,, 2015). Pored toga, prisutni su i glikozidni
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derivati izoorientina i izoviteksina. Zbog specifi¢nih produkata sekundarnog
metabolizma (izotiocijanat, nitril ili tiocijanat), ova biljka pokazuje veliki afinitet ka
invazivnosti, pogotovo na teritoriji Severne Amerike (Cipollini i Cipollini, 2016).
Predmet ovog rada bio je ispitivanje antimikrobnog i antigenotoksi¢nog
potencijala metanolnih ekstrakata nadzemnog dela (APA) i korena (APR) A
petiolata, radi ukazivanja na pozitivne bioloske osobine ove biljne vrste u cilju
podsticanja njene upotrebe u prehrambene i/ili farmakolo8ke svrhe.

Materijal i metode rada

Biljni materijal je sakuplien u periodu cvetanja u selu Prijevor, u blizini
Ovéarsko-Kablarske klisure, u aprilu 2014. godine. Sistematizacija i identifikacija
bilike (broj vaulera 122/015) izvrSena je u Institutu za biologiju i ekologiju,
Prirodno-matemati¢kog fakulteta, Univerziteta u Kragujevcu. Osugen biljni
materijal (nadzemni deo u cvetu i koren) ekstrahovan je metanolom, a dobijeni
ekstrakti su upareni do suva sa masenim prinosom 18,22% za APA i 8,60% za APR.

Kolitina ukupnih fenolnih jedinjenja odredena je metodom po Folin-Ciocalte-u
(Singleton i sar., 1999), a rezultati izraZeni u ekvivalentima galne kiseline (mg
GA/g ekstrakta).

Za in vitro ispitivanje antimikrobne aktivnosti metanolnih ekstrakata
nadzemnih delova i korena A. petiolata korii¢ene su serije od 6 sojeva Gram-
pozitivnih (G+) i Gram-negativnih (G-) bakterija i 6 fungalnih vrsta, preciznije
njihovih standardnih (ATCC) i izolovanih (FSB) kultura, koje su navedene u
Tabelama 1 i 2. Za odredivanje antibakterijske i antifungalne aktivnosti APA i APR
primenjena je mikrodiluciona metoda (Sarker i sar, 2007), koja se zasniva na
odredivanju minimalne inhibitorne koncentracije (MIC), odnosno minimalne
koncentracije antimikrobnog jedinjenja koja inhibira rast i razvoj mikroorganizma.
Kao standardni antibiotik i antimikotik kori¢eni su hloramfenikol, odnosno
ketokonazol. Potetna koncentracija ekstrakata bila je 20 mg/mL, a antibiotika i
antimikotika 10 pg/mL.

7a&titna aktivnost ekstrakata biljke A. petiolata u razlititim koncentracijama
(25, 50, 100, 200 i 400 pg/mL) od odtecenja DNK izazvanih hidroksil radikalima
utvrdena je prema metodi Lin i sar. (2008). Antigenotoksitni efekat ekstrakata
biljke A. petiolata (25, 50, 100, 200 i 400 pg/mL) na oite¢enja DNK indukovana
peroksil radikalima poreklom od 2,2'-azobis (2-amidinopropan) dihidrohlorida
(AAPH) ispitivan je prema metodi Zhang i sar. (2017). U obe metode kao standard
kori$éen je flavonoid kvercetin u koncentraciji od 100 mM. Rezultati ispitivanja
antigenotoksitne aktivnosti su izrazeni kao srednja vrednost = SD (n = 3).
Statistitka procena podataka je analizirana sa ANOVA testom kori§éenjem SPSS
statistitkog softverskog paketa, verzija 13.0 za Windows. Nivo znalajnosti je
postavljen na p < 0,05, pri ¢emu * i ** ukazuju na statisti¢ki znacajnu razliku u
poredenju sa negativnim i pozitivnim kontrolnim grupama.
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Rezultati istrazivanja i diskusija

Primenom spektrofotometrijskih metoda je potvrdeno da APA sadrzi znatno
vecu koli¢inu ukupnih fenolnih jedinjenja (~330 mg GA/g) u odnosu na APR (~150
mg GA/g) ekstrakt. Pregledom literaturnih podataka ustanovljeno je da, pored
derivata flavona izoorientina i izoviteksina, biljka A. petiolata sadrzi jo$ i kempferol
i njegove glikozide, kao i svercijajaponin, svertizin i izoskoparin-2"-B-D-
glukopiranozid (Kumarasamy i sar., 2004; Barto i Cipollini, 2009), koji doprinose
ukupnoj koli¢ini fenolnih jedinjenja u ekstraktima, a time i njihovom bioloskom
potencijalu.

Vrednosti minimalne inhibitorne koncentracije ekstrakata CeSnjale pri
ispitivanju antibakterijskog delovanja (Tabela 1) bile su u rangu od 5-20 mg/mL.
Dobijeni rezultati ukazuju da su APA i APR bili najefikasniji u spretavanju rasta i
razvoja dve bakterijske vrste, i to M. lysodeikticus i A. chroococum, sa MIC
yredno$éu 5 mg/mL u sluaju oba ekstrakata. Na preostale bakterijske vrste
testirani ekstrakti su imali umerenu antibakterijsku aktivnost (MIC 10-20 mg/mL),
dok je kod K. pneumoniae i P. aeruginosa u potpunosti izostalo delovanje APR u
najvi$oj primenjenoj koncentraciji (MIC > 20 mg/mL). Antibiotik hloramfenikol
ispoljio je antibakterijko delovanje u znatno niZzem rangu koncentracija od 2,5-10

pug/mL.

Tabela 1. Antibakterijska aktivnost metanolnih ekstrakata nadzemnog dela (APA) i
korena (APR) biljke A. petiolata
Table 1. Antibacterial activity of methanolic extracts of A. petiolata aerial parts

(APA) and roots (APR)
 Vrste bakterija MIC*
Bacterial species APA APR Antibiotik
Antibiotic
Micrococcus lysodeikticus (ATCC 4698) G+ 5 5 2.5
Enterococcus faecalis (ATCC 92912) G+ 20 20 2.5
Escherichia coli (ATCC 25922) G- 20 10 10
Klebsiella pneumoniae (ATCC 70063) G- 10 >20 >10
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145) G- 20 >20 >10
Azobacter chroococum (FSB 14) G- 5 5 5

“*MIC - u mg/mL za APA i APR, u jig/mL za antimikotik (hloramfenikol).

Rezultati antifungalne aktivnosti ekstrakata A. petiolata predstavljeni su u
Tabeli 2. Generalno, ispitivani ekstrakti nisu pokazali izraZene antifungalne
‘osobine na veéinu primenjenih vrsta gljiva, obi¢no su to MIC vrednosti 10 ili 20
‘mg/mL, dok je kod 4 vrste izostalo delovanje APR ekstrakta u najvisoj testiranoj
koncentraciji (MIC > 20 mg/mL). Izuzetak ¢ini aktivnost ekstrakata CeSnjace na
rast gljivice F. oxysporum, gde su efekti znatajno bolji u odnosu na ostale rezultate
{MIC 1,25 mg/mL za APA i 2,5 za APR).
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Tabela 2. Antifungalna aktivnost metanolnih ekstrakata nadzemnog dela (APA) i

korena (APR) biljke A. petiolata

Table 2. Antifungal activity of methanolic extracts of A. petiolata aerial parts (APA)

and roots (APR)

Vrste gljiva MIC*

Fungal species APA APR Antibiotik
Antibiotic

Fusarium oxysporum (FSB 91) 1.25 2.5 0.31

Penicillium canescens (FSB 24) 10 >20 1:25

Phialophora fastigiata (FSB 81) 10 20 10

Alternaria alternata (FSB 51) 20 >20 5

Aureobasidium pillulans (FSB 61) 10 >20 10

Aspergillus niger (FSB 31) 20 >20 0.625

*MIC - u mg/mL za APA1APR, u ug/mL za antimikotik (ketokonazol).

Znatajan faktor u patofiziologiji mnogih oboljenja predstavlja povecana
produkcija slobodnih radikala koji indukuju oSteenja proteina, DNK i lipida.

Slobodni radikali predstavljaju znacajan problem i u prehrambenj industriji jer
eristike hrane. Sintetigki antioksidansi, koji se najcesce

mogu da utitu na karakt
primenjuju, ispoljavaju neZeljena dejstva dok se antioksidansi izolovani iz biljaka
smatraju bezbednim za primenu u prehrambenoj industriji, a deluju i preventivno

na razvoj mnogobrojnih oboljenja (Xu i Howard, 2012).
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Slika 1. In vitro DNK-protektivni efekti ekstrakata biljke A. petiolata A) APA i B)
APR od o¥teéenja izazvanog hidroksil radikalima. 1: Negativna kontrola; 2:
Pozitivna kontrola; 3: Kvercetin (100 mM); 4-8: ekstrakti biljke A. petiolata (25,
50, 100, 200 i 400 pg/mL).

Figure 1. In vitro DNA-protective effects of A. petiolata extracts A) APA and B) APR
from hydroxyl radicals-induced damage. 1: Negative control; 2: Positive control; 3:
Quercetin (100 mM); 4-8: A. petiolata extracts (25, 50, 100, 200 and 400 pg/mL).
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sposobnosti ekstrakata biljke A. petiolata da za$tite DNK od o3teéenja koja su
indukovana hidroksil radikalima prikazani su na Slici 1. Ispitivani ekstrakti su
pokazali vrlo slicnu, znafajnu DNK-protektivnu aktivnost sliénu aktivnosti
kvercetina (100 mM). Aktivhost APA se neznatno smanjivala sa porastom
koncentracije (Slika 1A), dok je aktivnost APR neznatno rasla proporcionalno
rastu koncentracije (Slika 1B).

Na Slici 2 prikazani su rezultati odredivanja DNK-protektivne aktivnosti APA i
APR ekstrakata kod oSteCenja izazvanog peroksil radikalima. APA ekstrakt
pokazao je statisticki znacajnu DNK-protektivnu aktivnost, ali neznatno slabiju u
poredenju sa aktivno$¢u kvercetina (Slika 2A). Ekstrakt korena (APR) ispoljio je
najslabiju zaStitu DNK, koja opada sa porastom koncentracije i statisticki se
¢ajno razlikuje od negativne kontrole (Slika 2B). U odnosu na kvercetin (100
), antigenotoksi¢na aktivnost ekstrakta korena u niZim koncentracijama (25 i
ug/mL) je neznatno slabija.
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Sllka 2. In vitro DNK-protektivni efekti ekstrakata biljke A. petiolata A) nadzemnog

dela i B) korena od o$tecenja izazvanog peroksil radikalima. 1: Negativna kontrola;

2: Pozitivna kontrola; 3: Kvercetin (100 mM); 4-8: ekstrakti biljke A. petiolata (25,
50,100, 200 i 400 pg/mL).

- Figure 1. In vitro DNA-protective effects of A. petiolata extracts A) APA and B) APR

~ from peroxyl radicals-induced damage. 1: Negative control; 2: Positive control; 3:

. Quercetin (100 mM); 4-8: A. petiolata extracts (25, 50, 100, 200 and 400 ug/mL).
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Zaklju¢ak

Na osnovu eksperimentalnih rezultata, utvrdeno je da metanolski ekstrakt
nadzemnog dela biljke A. petiolata poseduje veliku koli¢inu ukupnih fenolnih
Jjedinjenja, znatno vecu od ekstrakta korena. Odredena je antimikrobna aktivnost
‘ekstrakata, pri ¢emu su bili najefikasniji na M. lysodeikticus, A. chroococum i F.
oxysporum. Pored toga, rezultati istrazivanja su pokazali da ekstrakti poseduju
znalajne in vitro DNK-protektivne efekte.
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Ispitivani ekstrakti biljike A. petiolata, narocito nadzemnog dela, imaju
obecavajuéi potencijal za upotrebu u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj
industriji. Ispitivanje antimikrobne i antigenotoksi¢ne aktivnosti biljke A. petiolata
je radeno po prvi put i deo je istraZivanja lekovitih svojstava biljaka sa prostora
Srbije koje se koriste u tradicionalnoj medicini. Takode, dobijeni rezultati mogu
dati neka obja$njenja o upotrebi ¢esnjace u tradicionalnoj medicini i biti osnova
nizu daljih istrazivanja kojima bi se ,invazivna reputacija“ ove biljne vrste
promenila i usmerila ka novim nafinima primene njenih ekstrakata kao biolo3ki
aktivnih, prirodnih suplemenata.
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PRELIMINARY ASSESSMENT OF ANTIMICROBIAL AND
GENOTOXIC POTENTIAL OF GARLIC MUSTARD (Alliaria petiolata,
Brassicaceae) EXTRACTS

ena S. Katanic¢ Stankovicl, Sanja Mati¢l, Nikola Sreckovic?, SneZana Stanié3,
Vladimir Mihailovic?

Abstract

Garlic mustard (Alliaria petiolata, Brasicaceae) is an edible plant that is used as
ir herb and in traditional medicine and it has not been tested so far. In this
per, the antimicrobial potential and the in vitro protective effects on DNA
mage induced by hydroxyl and peroxyl radicals of above-ground part (APA) and
ot (APR) methanolic extracts of garlic mustard were examined, for the first time.
~obtained results indicate that APA and APR extracts exhibited moderate
timicrobial activity and significant DNA-protective potential on free radical-
Juced oxidative damage, which encourages further research and their potential
2 for nutritional and/or pharmacological purposes.
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