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Antioksidativni efekat
ekstrakta semenki crnog i
belog gro`|a u homogenatu
tkiva jetre

Ispitivana su antioksidativna svojstva etanolnih eks-

trakata semenki crnog i belog gro`|a. U ekstraktima

je odre|ivan ukupan sadr`aj polifenola i flavonoida

kao zna~ajnih antioksidanasa. Tako|e, ispitivano je

inhibitorno dejstvo ovih ekstrakata na {irenje pro-

cesa lipidne peroksidacije indukovanog terc-butil hi-

droperoksidom u homogenatu tkiva jetre pacova.

Koncentracije polifenola i flavonoida u ekstraktima

kao i stepen lipidne peroksidacije odre|eni su spe-

ktrofotometrijski. Pokazano je da izme|u ekstrakata

semenki crnog i belog gro`|a nema zna~ajne razlike

u koncentraciji polifenola, a da je koncentracija fla-

vonoida zna~ajno ve}a kod belog. Oba nerazbla`ena

ekstrakta su statisti~ki zna~ajno inhibirala lipidnu

peroksidaciju. Na osnovu IC50 vrednosti pokazano je

da su razbla`eni ekstrakti semenki crnog gro`|a efi-

kasniji u inhibiciji lipidne peroksidacije u odnosu na

ekstrakte semenki belog gro`|a. Mo`e se zaklju~iti

da oba etanolna ekstrakta imaju zna~ajna i me|u-

sobno li~na antioksidantna svojstva koja mogu biti u

osnovi njihovih povoljnih uticaja na spre~avanje na-

stanka nekih bolesti.

Uvod

Slobodni radikali su atomi, joni ili molekuli, koji
u spolja{njoj orbitali sadr`e jedan ili vi{e nesparenih
elektrona. Veoma su reaktivni i osobina im je da iza-
zivaju niz lan~anih reakcija u kojima nastaju novi
slobodni radikali, koji nastavljaju reakciju i pri tom
mogu o{tetiti biomakromolekule u }eliji. Me|u naj-
zna~ajnije slobodne radikale spadaju kiseoni~ni

radikali, superoksid anjon (O2
–), vodonik peroksid

(H2O2), hidroksi radikal (OH �). Oni naj~e{}e nastaju
u respiratornom lancu prilikom transmisije elektrona,
koji ponekad nekontrolisano prelaze direktno na ki-
seonik. To su univalentne oksidacije u respiratornom
lancu (\or|evi} et al. 2000). U uslovima nekontroli-
sanog stvaranja slobodnih radikala, njihova koli~ina
mo`e prevazi}i antioksidantni kapacitet }elija i van-
}elijskih te~nosti i tada nastaje tzv. oksidativni stres.
Poja~ano stvaranje slobodnih radikala mogu favori-
zovati i spolja{nji ~inioci kao {to su npr. jonizuju}e
zra~enje ili metabolizam nekih toksi~nih jedinjenja i
nekih lekova, a oksidativni stres mo`e pratiti ili biti
uzrok niza patolo{kih stanja u organizmu.

Slobodni radikali reaguju sa nezasi}enim masnim
kiselinama lipida, aminokiselinama u proteinima ili
ostacima baza i {e}era nukleotida u nukleinskim kise-
linama. Oksidacija ovih biolo{ki va`nih makromo-
lekula ~ini deo patofiziolo{ke osnove nastanka i
razvoja brojnih patolo{kih stanja (\or|evi} et al.
2000).

Lipidna peroksidacija je najizra`eniji negativni
efekat delovanja slobodnih radikala. Hidroksilni ra-
dikal mo`e oduzeti vodonikov atom sa metilenske
grupe nezasi}enih masnih kiselina. Dolazi do formi-
ranja alkil radikala i preraspodele elektrona u ugljo-
vodoni~nom nizu. U reakciji sa kiseonikom nastaje
peroksidni radikal, koji ima dovoljan redoks potenci-
jal da oduzme vodonik iz susedne nezasi}ene masne
kiseline i formira novi slobodni alkil radikal, koji
nastavlja lan~anu reakciju. Degradiranjem nestabilnih
produkata nastaju sekundarni produkti i novi slobodni
radikali. Sekudarni produkti lipidne peroksidacije su
malondialdehid (MDA), etan i pentan (Gutteridge i
Halliwell 2000).
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U za{titi od slobodnih radikala u~estvuju enzim-
ski i neenzimski antioksidansi. Enzimski antioksida-
nsi su superoksid dismutaza, katalaza i glutation
peroksidaza, a neenzimski antioksidansi su vitamini
C, A, E i glutation (Smith et al. 2005). Zabele`en je
op{ti porast istra`ivanja antioksidanasa radi njihove
upotrebe u medicini i industriji hrane. Ishranom koja
obuhvata vo}e, povr}e, `itarice i semenke, obezbe-
|uje se zna~ajan unos antioksidanasa, koje biljke pro-
izvode u velikim koli~inama (Bora i Sharma 2011).

Semenke gro`|a su otpadni produkti u proizvodnji
vina i vo}nih sokova. One sadr`e lipide, proteine, ug-
ljene hidrate i 5–8% polifenola u zavisnosti od vrste.
Ekstrakt semenki gro`|a (ESG) sadr`i velike koncen-
tracije vitamina E, flavonoida, linolne kiseline, i poli-
fenola od kojih su posebno zna~ajni oligomerni
proantocijanidini koji deluju kao antioksidansi (Kim
et al. 2006). Brojni podaci ukazuju na povoljne uti-
caje fenolnih jedinjenja na zdravlje, uklju~uju}i spre-
~avanje razvoja degenerativnih, kardiovaskularnih
oboljenja i nekih tipova karcinoma (Xia et al. 2010).
^uven je „Francuski paradoks“: Francuzi uzimaju
hranu bogatu zasi}enim masnim kiselinama i holeste-
rolom, ali imaju mnogo manju u~estalost sr~anih bo-
lesti, {to se povezuje sa konzumiranjem crnog vina
(Renaud i De Lorgeril 1992; Simini 2000). Neka is-
tra`ivanja su pokazala da crno vino sadr`i vi{e anti-
oksidanasa nego belo (Bagchi 2000).

Najve}i broj dosada{njih ispitivanja odnosio se
na semenke crnog gro`|a, dok o efektima ekstrakta
semenki belog gro`|a nema dovoljno podataka. U
ovom istra`ivanju ispitivan je ukupni sadr`aj polife-
nola i flavonoida u ektraktu semenki crnog (ESG-C) i
belog (ESG-B) gro`|a, kao i njihov efekat na proces
lipidne peroksidacije u homogenatu tkiva jetre pa-
cova.

Materijal i metode

Istr`ivanje je vr{eno kroz vi{e faza. U po~etnoj
fazi, pripremljeni u su ESG-C i ESG-B, zatim su u
njima odre|ene koncentracije polifenola i flavonoida.
Ispitivan je efekat ESG na proces lipidne peroksida-
cije, izazvane terc-butil hidroperoksidom, u homoge-
natu tkiva jetre pacova. Na posletku, pripremljena su
razli~ita razbla`enja ekstrakata i ispitivan je njihov
uticaj na smanjenje stimulisanih lipidnih peroksida.
Sastavljene su krive inhibicije koje predstavljaju po-
vezanost izme|u koncentracija polifenola u ekstrak-
tima i koncentracija lipidnih peroksida. Na osnovu

kriva, izra~unate su vrednosti IC50, odsnosno vred-
nosti koncentracije ESG koje inhibiraju 50% lipidne
peroksidacije.

Priprema ESG-C I ESG-B. Nabavljeno je ko-
mercijalno dostupno gro`|e, crno sorte Kardinal i
belo sorte Afusali. Semenke crnog i belog gro`|a
isprane su u vodi i su{ene na suncu. Homogenizo-
vane su u avanu sa tu~kom i izlo`ene temperaturi od
100°C u toku od 10 minuta. Odmereno je po 0.1 g od
obe vrste ovako pripremljenih semenki i dodato po
10 mL 70% etanola. Sadr`aj je ostavljen preko no}i
uz me{anje na magnetnoj me{alici. Nakon me{anja
vr{eno je centrifugiranje na 2000 rpm u trajanju od
10 minuta. Supernatanti su filtrirani kroz filter papir
Whatman 1. Dobijeni ekstrakti su kori{}eni za odre-
|ivanje antioksidativne aktivnosti (Kim et al. 2006).
Do upotrebe su ~uvani za{ti}eni od svetlosti.

Odre|ivanje ukupnog sadr`aja polifenola. Uku-
pni sadr`aj polifenola odre|en je metodom po Single-
ton et al. (1999) modifikovanom od strane Dewanto
et al. (2002). ESG obe vrste razbla`en je 20 puta u
70% etanolu. U zapremini od 0.125 mL pome{an je
sa 0.5 mL destilovane vode i 125 �L Folin–Ciocalteu
reagensa. Posle 6 minuta dodato je 1.25 mL 7%
Na2CO3. Do ukupne zapremine od 3 mL dodata je
destilovana voda. Posle 90 minuta inkubacije na
sobnoj temperaturi, u odsustvu svetlosti, apsorbanca
supernatanta merena je spektrofotometrijski (CECIL
2021 2000 series, Cambridge, UK) na talasnoj du`ini
od 760 nm. Standardna kriva pravljena je pomo}u
serije razbla`enja galne kiseline rastvorene u 70%
etanolu u koncentracijama 5-100 �g/mL.

Odre|ivanje ukupnog sadr`aja flavonoida.
Ukupni sadr`aj flavonoida u ESG odre|en je meto-
dom prema Jia et al. (1999). ESG obe vrste razbla`en
je 20 puta i uzeta je zapremina od 0.25 mL i pome-
{ano je sa 1.25 mL destilovane vode i 0.075 mL 5%
NaNO2. Posle 6 minuta, dodato je 0.15 mL 10%
AlCl3�6H2O. Nakon 5 minuta dodato je 0.5 mL
NaOH koncentracije 1 mol/L. Zatim je dodata voda
do ukupne zapremine 2.5 mL i ~itana je apsorbanca
na 510 nm. Izra~unavanje ukupnog sar`aja flavo-
noida vr{eno je pomo}u standardne krive koja je
pravljena upotrebom serije razbla`enja kvercetina ra-
stvorenog u 70% etanolu u koncentracijama od 0.5
do 10 �g/mL.

Priprema homogenata tkiva jetre. Reagensi:
KCl 0.16 mol/L, fosfatni pufer (PBS) 0.1 mol/L
pH=7.4, terc-butil hidroperoksid 33 mmol/L, trihlor-
sir}etna (TCA) 2.44 mol/L, tiobarbiturna kiselina

ZBORNIK RADOVA 2011 BIOMEDICINA • 307



(TBA) 55 mmol/L rastvoren u 0.1 mol/L natrijum hi-
droksidu, (sve`e pripremljen rastvor) butilirani hidro-
ksi-toluen (BHT) 10 mmol/L rastvoren u metanolu.

Na analiti~koj vagi odmereno je 2-2.5 g tkiva
jetre pacova, soja Wistar, i homogenizovano je u
avanu sa 20 mL rastvora KCl, tako da je dobijen
10% homogenat. Razbla`en je dva puta i centrifugi-
ran u toku 10 minuta na 2000 rpm. Dobijeni su-
pernatanti su kori{}eni kao homogenate za dalju
biohemijsku analizu (Simi} et al. 2008).

Odre|ivanje koncentracije lipidnih peroksida

(LPO). Sekundarni proizvod lipidne peroksidacije,
malondialdehid (MDA), na povi{enoj temperaturi, u
kiseloj sredini reaguje sa tiobarbiturnom kiselinom
(TBA) pri ~emu gradi konjugat crvene boje (u odno-
su 1MDA : 2TBA). Ova reakcija {iroko je primenje-
na za spektrofotometrijsko odre|ivanje koncentracije
LPO, upravo zbog produkta crvene boje, koji ima pik
apsorpcije na 532 nm (Rehncrona et al. 1980).

Odre|ivana je nativna koli~ina LPO, tj. reakta-
nata sa TBA u homogenatu tkiva jetre, po{to je pro-
pagacija procesa lipidne peroksidacije spre~ena
dodavanjem antioksidansa – butiliranog hidroksi-to-
luena (BHT). Pored toga, odre|ivan je intenzitet
indukovane lipidne peroksidacije koja je pokrenuta u
uslovima in vitro dodavanjem terc-butil hidropero-
ksida (prooksidans) (Gonzalez Flecha et al. 1991) sa
ili bez dodavanja BHT, ESG-C i ESG-B. Kori{}eni
su nerazbla`eni ESG.

Odre|ivanje koncentracije LPO u homogenatu
tkivu jetra oduhvatalo je odre|ivanje: nativnih LPO,
stimulisanih LPO i stimulisanih LPO u prisustvu
ESG-C, ESG-B i BHT. U svaku epruvetu dodat je po
1 mL homogenata i 1 mL PBS. U epruvetu za odre-
|ivanje nativnih LPO dodato je 0.2 mL BHT. U ep-
ruvetu za odre|ivanje stimulisanih LPO dodato je 0.2
mL terc-butil hidroperoksida (TBHP), a u epruvete
za odre|ivanje stepena redukcije stimulisanih LPO
pored TBHP dodato je 0.2 mL ESG-C, ESG-B,
odnosno BHT. Slepa proba je sadr`avala 1 mL KCl,
1 mL PBS, 0.2 mL TBHP. U uzorke je dodavana po
potrebi destilovana voda do ukupne zapremine od 2.4
mL. Svi uzorci i slepa proba inkubirani su na 37°C, u
toku 30 minuta. Nakon ovog perioda dodato je po 1
mL TBA i 1 mL TCA, nakon ~ega je vr{ena inku-
bacija na 100°C u toku 10 minuta. Zatim je vr{eno
centrifugirnje na 3000 rpm u toku 10 minuta.

Apsorbanca supernatanta merena je na 532 nm
spetrofotometrijski. Na osnovu nje izra~unata je kon-
centracija LPO u uzorcima, po slede}oj formuli:

C
A

RLPO
uzorka tV

pV
� 	 	 	



10

gde je Auzorka – apsorbanca uzorka, 
 – apsorpcioni
koeficijent za MDA-TBA konjugat na 532 nm, iznosi
0.156 mL/nmol � cm; R – razbla`enje homogenata;
10 – faktor za prera~unavanje na gram tkiva (10%
homogenat); tV – ukupna zapremina sadr`aja u ep-
ruveti; pV – zapremina uzorka.

Svako merenje vr{eno je u pentaplikatu.
Analiziran je nerazbla`eni ekstrakt, kao i nekoli-

ko serijskih razbla`enja po~etnog ekstrakta radi dobi-
janja krive inhibicije.

Statisti~ka obrada podataka. Upore|ivanje kon-
centracije polifenola, flavonoida i lipidnih peroksida
u pojedinim grupama je vr{eno za dva nezavisna u-
zorka. Kada je verovatno}a nulte hipoteze bila manja
od 0.05 razlika je smatrana statisti~ki zna~ajnom.

Rezultati i diskusija

Kocentracije polifenola i flavonoida u semen-
kama prikazani su u tabeli 1. Rezultati nisu pokazali
da izme|u ESG-C i ESG-B postoji bitna razlika u
ukupnom sadr`aju kako polifenola, tako i flavonoida.

Tabela 1. Koncentracija polifenola i flavonoida u
semenkama crnog i belog gro`|a kao ekvivalenti
galne kiseline odnosno kvercetina.

Koncentracija
�mg/g�

Ekstrakt semenki

belog gro`|a crnog gro`|a

Polifenoli 8.50�0.01 8.2�0.3

Flavonoidi 1.68�0.05 1.53�0.04

Druga ispitivanja sadr`aja polifenola u ESG dala
su razli~ite rezultate u zavisnosti od vrste gro`|a i
na~ina pripeme ekstrakta. Revilla et al. (2000) su
dobili da se u metanolnom ekstraktu, u zavisnosti od
vrste gro`|a, sadr`aj polifenola u ESG-B kre}e u ra-
sponu od 1.84 do 4.07 g/kg. Kim i saradnici (2006)
ispitivali su uticaj zagrevanja semenki gro`|a na
osloba|anje polifenola u toku pripreme ESG. Ovi
autori su pokazali da se ekstrakt sa najve}im sadr`a-
jem fenola dobija pri uslovima primenjenim i u ovom
radu. Dobijena ukupna koncentracija polifenola u
ekstraktu semenki gro`|a iznosila je 0.555 mM od-
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nosno 943 �g/mL, {to odgovara sadr`aju polifenola
koji je dobijen u na{em istra`ivanju.

Antioksidantna svojstva nerazbla`enih ESG-C i
ESG-B odnosno njihov uticaj na inhibiciju lipidne
peroksidacije u jetri pacova pokazan je na slici 1.

Uo~ava se da je u prisustvu ekstrakta semenki cr-
nog i belog gro`|a do{lo do smanjenja koncentracije
lipidnih peroksida u odnosu na koncentraciju stimuli-
sanih lipidnih peroksida. Me|utim, me|usobna razli-
ka izme|u ekstrakata semenki crnog ili belog gro`|a
nije izra`ena.

Dobijeni rezultati su u skladu sa in vivo ispitiva-
njem kojim je pokazano da oralna primena ESG
bogatog proantocijanidinima uti~e na pove}anu ot-
pornost plazme na oksidativni stres kod pacova (Ko-
ga et al., 1999), kao i sa ispitivanjem Fujishita et al.
(2009) koji su pokazali da ESG {titi astrocite u kul-
turi od oksidativnog stresa.

Krive inhibicije, odnosno zavisnost koncentracije
LPO od koncentracije polifenola u ekstraktima se-
menki crnog i belog gro`|a date su na slikama 2 i 3.
Pri tome su koncentracije polifenola prera~unate na
osnovu dobijenih koncentracija ekstrakata.

Na osnovu kriva inhibicije izra~unat je IC50, od-
nosno koncentracija pri kojoj se poti`e 50% inhibi-
cije LPO (tabela 2).

Tabela 2. IC50 vrednosti ze ESG-B i ESG-C

Ekstrakt semenki IC50

belog gro`|a 797

crnog gro`|a 566

Dakle, ispitivanje pokazuje da postoji dozna zavi-
snost u inhibiciji LPO. Nerazbla`eni ekstrakti inhibi-
raju lipidnu peroksidaciju za 63% (vrednost dobijena
na osnovu vrednosti 2 i 3, odnosno 4, predstavljenih
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Slika 1. Koncentracija LPO (nmol/g tkiva): 1 – nativnih
LPO; 2 – stimulisanih LPO; 3 – redukovanih LPO sa
ESG – C; 4 – redukovanih LPO sa ESG – B;
5 – redukovanih LPO sa BHT.

Figure 1. Concentration of LPO (nmol/g of tissue):
1 – native LPO; 2 – stimulated LPO; 3 – LPO reduced
with R-GSE; 4 – LPO reduced with W-GSE; 5 – LPO
reduced with BHT.

Slika 2. Kriva inhibicije lipidne proksidacije razli~itim
koncentracijama polifenola u ESG-C

Figure 2. Curve of lipid peroxidation inhibition caused
by different polyphenol concentracions in R-GSE

Slika 3. Kriva inhibicije lipidne peroksidacije razli~itim
koncentracijama polifenola u ESG-B

Figure 3. Curve of lipid peroxidation inhibition caused
by different polyphenol concentrations in W-GSE



na slici 1), {to predstavlja maksimalnu inhibiciju lipi-
dne peroksidacije. Zapa`a se da je IC50 za semenke
crnog gro`|a ni`i, odnosno da se 50% inhibicije po-
sti`e u prisustvu ni`e koncentracije polifenola u ekst-
raktu semenki crnog gro`|a. Ovo mo`e biti posledica
prisustva drugih antioksidativnih komponenti u ESG-
-C koje u ovom radu nisu odre|ivane. Ovi rezultati u
skladu su sa literaturnim podacima da je crno gro`|e
efikasnije u za{titi od {tetnih dejstava slobodnih radi-
kala (Bagchi et al. 2000).

Zaklju~ak

Ovo istra`ivanje pokazuje da se koncentracije
flavonoida, kao i polifenola, u ekstraktima semenki
crnog i belog gro`|a me|usobno bitno ne razlikuju.
Tako|e, nerazbla`eni ekstrakti semenki crnog i belog
gro`|a u podjednakoj meri inhibiraju lipidnu peroksi-
daciju u homogenatu tkiva jetre, indukovanu terc-
-butil hidroperoksidom. Me|utim, IC50 za ESG-C je
zna~ajno manji od IC50 ESG-B, {to ukazuje na ve}u
efikasnost razbla`enih ESG-C u inhibiciji procesa
lipidne peroksidacije. Sa ciljem da se nastavi prou~a-
vanje antioksidativnog efekta ESG, trebalo bi spro-
vesti istra`ivanja koja bi ispitala uticaj ESG na
za{titu proteina i DNK od oksidativnog o{te}enja,
kao i uticaj na enzime antioksidativne za{tite. Zna-
~ajan doprinos dalo bi ispitivanje za{titne uloge ESG
u uslovima in vivo.
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Antioxidant Effect of Red and White
Grape Seed Extract in Rat Liver
Homogenate

Free radicals are ions, atoms or molecules with
unpaired electrons which cause them to be highly
chemically reactive. An imbalance in production of
free radicals causes oxidative stress, which is in-
volved in many diseases. Antioxidants are effective
in prevention of free radical production and their
damaging influence on macromolecules in the cell.
Beside enzymatic and non-enzymatic antioxidants in
the cell, antioxidants ingested by food very impor-
tant.

In this work antioxidative properties of red and
white grape seed ethanolic extracts (R-GSE and
W-GSE) were investigated. It is known that poly-
phenols, flavonoids, proantocyanidins, vitamin E and
others are antioxidants found in grape seeds. In
R-GSE and W-GSE total content of important anti-
oxidants polyphenols and flavonoids was measured.
Also, inhibitory effects of R-GSE and W-GSE on the
propagation of lipid peroxidation induced by tert-
-butyl hydroperoxide, in rat liver homogenate, were
investigated. Concentrations of polyphenols and
flavonoids, as well as the level of lipid peroxides
were determined spectrophotometrically.

It was shown that there is no difference in the
concentration of polyphenols or flavonoids between
two extracts. Both concentrated extracts had signifi-
cant inhibitory effect on the process of lipid pero-
xidation. It was proven that there is a correlation
between the concentration of polyphenols and the
concentration of lipid peroxides. By calculation of
IC50 it was shown that R-GSE were more efficient
in inhibition of lipid peroxidation and that a lower
concentration of polyphenols in R-GSE reduces 50%
of total concentraction of lipid peroxides comparedg
to W-GSE.

It can be concluded that ethanolic R-GSE and
W-GSE have important and similar antioxidative
properties that could be the basis for their favorable
influences in prevention of some diseases. There is a
need for further investigation of significance and
mechanism of GSE protective effects.
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