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The Antiradicalic Activity of the Steroidal Glycosides Isolated from Asparagus Officinalis L.

This work describes the results of the research in vitro of antiradical/antioxidant properties of the extractive preparation of steroidal
(spirostanolic and furostanolic) glycosides (saponins) isolated from the rootstocks and roots of sparrowgrass (Asparagus officinalis L.). Tests
using the potentiometrical titration method show the capacity of these substances to absorb peroxide radicals in reactive mixture generating
peroxide radicals. Antiradical activity of individual furostanolic glycoside Asparagoside H represents the linear dependence of the concentration
between 2,5 - 5,8 mg/ml when the maximal radical absorbtion is reached (68.49%). At the same time the index IC50 of Asparagoside H is 4.30
mg/ml. But the same indices for the saponins preparation are about five time less: the maximal absorption (90.62%) of radicals is obtained in a
concerntration of 1.1mg/ml and when the index IC50 is 0.78mg/ml.
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AHTMpagMKanbHasa akKTUBHOCTb CTEPOUAHDBIX IMNKO3UAO0B, BbiAeneHHbIX us Asparagus officinalis L

B paboTe mpencTaBIeHbl pe3ynbTaThl UCCIENOBAHNUA i Vitro aHTUPaJUKalIbHBIX/aHTUOKMC/IUTEIbHBIX CBOICTB CYXOTrO CYMMapHOTO
9KCTPAKTMBHOTIO Ipenapara CTepOUHbIX (CIMPOCTAHOMOBBIX U (GYPOCTAHOMOBBIX) IMKO3NU/0B (CAIOHMHOB), BbIE/IEHHBIX 3 KOPHEBUIL] 1
KOPHeI1 ClIapykt ieKapcTBeHHOI (Asparagus officinalis L). C oMOIIbI0 METO/a ITIOTEHIIIOMETPUYIECKOTO TUTPOBAHS OIIpefiesieHa CIIOCOOHOCTh
UCHBITYeMbIX BellleCTB a6COpOMpOBaTh KMCTTOPOAHBIE PA/IVIKA/IBI B PEaKIMOHHOI CMeCH, TeHepHpYIOLIeil ITepOKCU/IHbIE PaJIKa/Ibl. YCTaHOBJIEHO,
YTO aHTUPA/VIKa/IbHAsl AKTYBHOCTD MHAMBU/YaIbHOTO ypPOCTAHOTIOBOTrO I/IMKO31/a aciaparosusia H siB/isieTcst TMHEHOI 3aBUCUMOCTBIO OT
KOHIIEHTPALUM B IIpefieNiax ot 2,5 10 5,8 MI/MiI, KOrjja JOCTUTAeTCs MaKCuMabHast abcopOims (68,49%) pagukaos. IIpu sToM nHpeKc IC50
acmaparosuga H coctabnser 4,30 Mr/mia. OTi ke TIOKasaTenu A/ CYMMapHOTO CallOHMHOBOTO ITperapara 13 KOPHEBUII 1 KOpHell CriapyKu
JIeKapCTBEHHOI SIB/LAIOTCS IPUMEPHO B IIATh pa3 MeHbllle: MaKCMasbHast abcopOuust (90,62%) painKanoB JOCTUIAETCs PV KOHIIEHTPALN

1,1 Mr/MJ1, a MHIEKC IC50 cocrasnset 0,78 mr/mi.

KnroueBbie cioBa: acraparo3unpj, CTepougHbIe€ INTMKO3M DI, CIIapiKa JIEKAPCTBEHHAA, aHTVPAVIKa/IbHAA aKTYUBHOCTD.

Introducere

Diferite specii de plante medicinale contin diverse
substante farmacologic active, inclusiv bioantioxidanti care,
in organismul uman, contribuie la mentinerea potentialului
antioxidativ - una dintre conditiile activitatii fiziologice
normale a organismului. Bioantioxidantii sunt inalt apreciati
in calitate de principii active, sau de componente insotitoare,
ale preparatelor farmaceutice si ale produselor alimentare.
Compusii chimici naturali, cu cele mai pronuntate proprietati
antioxidative, sunt acidul ascorbic, tocoferolii, carotenoidele,
unii flavonoli etc. Cercetiérile consacrate identificarii de noi
bioantioxidanti din surse vegetale continua [1]. In cadrul
studiilor privind identificarea de noi compusi naturali cu
un asemenea tip de activitate si de noi surse de un asemenea
tip de compusi, s-au intreprins $i anumite cercetari privind
proprietatile antioxidante ale unor saponine [2]. In special,
s-a stabilit cd glicozidele steroidice posedd o anumitd ac-
tivitate antioxidanta, iar glicozidele furostanolice sunt cu
30-50% mai active fatd de analogii lor spirostanolici. Astfel,
asparagozida G, triozida furostanolicd, izolata din produsul
»rizomi si radacini de Asparagus officinalis L in experimentele
descrise, manifestd o activitate antiradicalicd cu 45-50% mai
mare fata de asparagozida D - analogul sau spirostanolic [2].
Drept urmare a acestei concluzii, asparagozida H, glicozida

furostanolici, tetraozidd, din aceeasi serie cu asparagozida
G si care se contine in cea mai mare cantitate in rizomii si
in radacinile de Asparagus officinalis L [3], a fost studiata ca
un posibil element componistic al mediului crioprotector de
prevenire a peroxidarii lipidice a spermei de la animale in
procesul de crioconservare. Adaosul de asparagozida H in
mediul crioprotector, in concentratia optima, determinata
experimental, a marit indicele absolut de supravietuire,
longevitatea si mobilitatea gametilor spermei de taur dupd
decongelare [4].

Dat fiind faptul cd obtinerea unei glicozide furostanolice
individuale este o procedura greu de realizat, care necesita
cantitdti mari de solventi si de materiale, se impune cer-
cetarea unor extracte semipurificate imbogitite cu saponine
steroidice. O asemenea abordare a servit drept premisa in
stabilirea de scop al prezentei lucrari.

Scopul prezentei cercetiri este obtinerea de noi date
privind activitatea antiradicalicd a glicozidelor steroidice in
baza determindrii acestei activitati a preparatului extractiv de
glicozide steroidice din rizomii si din radacinile de sparangel
medicinal (Asparagus officinalis L).

Materiale si metode

Pentru obtinerea de noi date privind activitatea
antiradicald a saponinelor steroidice, in calitate de substanta
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test a fost utilizat preparatul extractiv pe baza totalului de gli-
cozide steroidice (furostanolice si spirostanolice), obtinut din
rizomii si din radédcinile de sparangel medicinal (Asparagus
officinalis L). Preparatul reprezintd un praf de culoare cafe-
niu-deschisa (umiditatea — 5%, reziduul de cenusa - 5%), cu
un continut total de circa 80% de saponine (50% - glicozide
furostanolice si 25-30% - glicozide spirostanolice) si 20-25%
de substante insotitoare. Preparatul a fost obtinut prin ex-
tragerea din rizomii si din radacinile de Asparagus officinalis
L cualcool etilic de 70%, precipitare, dupd inlaturarea alcoolu-
lui prin distilare, din reziduul apos cu acetona si purificarea
cromatograficd pe coloane cu Silicagel si cu sisteme de solventi
acceptate, pentru separarea cromatografica a saponinelor
steroidice.

Totalul saponinelor prezintd suma glicozidelor spiro-
stanolice si furostanolice ale sarsapogenolului [ (258)-5[1-spi-
rostan-3[-ol] si a analogului sdu furostanolic [(258)-5"-fu-
rostan-3[, 22, 26-triol], descrise anterior [5].

In calitate de substantd standard a fost utilizata glico-
zida furostanolica individuala asparagozida H, izolatd din
preparatul sumar examinat si care este: >3-O-[-  -D- xilopi-
ranozil (1> 4)p -D-glucopiranozil (1> 4)]-[- B -D-glucopi-
ranozil (1-3)]-p -D- glucopiranozid-I]-26-0O-[- 3 -D- gluco-
piranozid]-(25S)-5 B -furostan-3f ,22«a , 26-triol [3].

Activitatea antiradicalicd s-a determinat prin metoda
titrarii potentiometrice de determinare in vitro a capacitatii
antioxidante (capacitatea de captare a radicalilor de oxigen)
ORAC (Oxigen Radical Absorption Capacity), descrisd si
aplicata de Sano si de coautori pentru determinarea activitatii
antiradicale a flavonoizilor si a extractelor vegetale [6], in
modificarea Ivanova [7].

Metoda se bazeazd pe generarea radicalilor liberi peroxi
(ROO) cu ajutorul 2,2 — azobis (2-amidinopropan) dihidro-
cloridului. Activitatea antiradicala (ARA, %) s-a determinat
fatd de proba de control, care nu contine bioantioxidanti.
Concentratia, la care bioantioxidantul manifestd efectul de
captare a 50% din radicalii liberi (IC, - Inhibitory Concentra-
tion), s-a calculat din relatia dozi-dependenta.

Aparataj. Titratorul potentiometric TitroLine Easy
(Shott, Germania), dozatorul electronic Arise model A 1000-1,
termostat universal.
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Fig. 1. Dependenta activitdtii antiradicale a substantei
- standard, asparagozida H, de concentratie.

Rezultate si discutii

Selectarea in calitate de obiect de studiu a totalului de
saponine steroido-glicozidice din rizomii si din radacinile
de Asparagus officinalis L a fost determinata de cateva
rationalmente de ordin teoretic §i practic, care rezulta din
informatia acumulatd pana in prezent. Cercetdrile din acest
domeniu [2, 4], desi putine, pun in evidenta doua tendinte ale
dependentei structura-activitate pentru acest caz:

- glicozidele furostanolice sunt mai active decat cele
spirostanolice;

- activitatea antioxidanta este mai mare la glicozidele cu
mai multe grupuri hidroxil in aglicon.

Continutul saponinic al produsului vegetal rizomi si
rdddcini de sparanghel medicinal se inscrie foarte bine in aceste
tendinte. Cota compusilor furostanolici in totalul glicozidic
este de circa patru ori mai mare decat cea a spirostanolilor.
Aglicoanele glicozidelor din rizomii si din radécinile de
Asparagus officinalis L contin doua (in cazul spirostanolilor)
si trei (in cazul furostanolilor) grupuri hidroxil, in timp ce
majoritatea glicozidelor steroidice cunoscute contin unul
si doud grupuri hidroxil, respectiv, pentru spirostanoli si
turostanoli.

In aspect practic, selectarea obiectului in cauzi a fost
tavorizata de continutul mare (18%) de saponine in respectivul
produs vegetal si posibilitatea obtinerii unui preparat extractiv
sec, cu un continut mare (circa 80%) de saponine prin metode
accesibile i cu cost relativ mic.

Metoda potentiometrica de determinare a activitatii
antiradicale a fost selectata ca fiind, in opinia noastra, cea mai
accesibild si mai apropiatéd de scopul cercetarii noastre. La ora
actuald nu exista o metodd standard acceptata pentru deter-
minarea activitdtii antiradicale a bioantioxidantilor. Diferite
substante naturale, din diferite clase de compusi chimici, au
fost testate la activitatea antiradicala prin metode diferite care
se bazeaza pe diferite reactii $i mecanisme chimice, fapt care
face aproape imposibila compararea activitétii antiradicale
a mai multor substante dupa datele din literatura. Astfel,
activitatea antioxidativd a mai multor saponine steroidice
individuale si sapogenine, inclusiv a asparagozidelor spirosta-
nolice C si D, asparagozidei furostanolice G si a agliconului-
sarsapogenolul, a fost determinata prin metoda titrarii

Substanta test
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Fig. 2. Dependenta activitdtii antiradicale a substantei - test,
preparatul extractiv saponinic, de concentrati.
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Fig. 3. Concentratia inhibitoare pentru 50% din radicalii liberi
- IC,, a substantelor cercetate.

iodometrice a peroxizilor formati la oxidarea meti-
loleatului cu oxigen din aer in prezenta si in lipsa substantei
testate, in conditiile standard ale metodei [2].

Metoda ORAC nu necesita aparataj sofisticat, are o re-
productibilitate bund in conditiile unui diapazon al valorilor
pH-ului (4,5-6.0) acceptabil pentru sistemele biologice, a fost
aplicatd cu succes pentru determinarea activitatii antiradicale
a mai multor substante si extracte vegetale.

S-a evidentiat cd activitatea antiradicala a substantelor
cercetate este liniar dependentd de concentratia cu aproximatie
inalta (r*=0,9673-0,9998) in diapazonul 2,5-5,8 mg/ml si 0,2-
1,1 mg/ml, respectiv pentru standard (fig. 1) si substanta — test
(fig. 2) S-a calculat indicele IC, - concentratia inhibitoare
pentru 50% din radicalii liberi. IC, a substantei - standard
este egal cu 4,30+0,14 mg/ml. In comparatie cu standardul,
substanta - test a manifestat activitatea antiradicala de 5,5 ori
mai mare, IC_ = 0,78+0,01 mg/ml (fig. 3).

Rezultatele obtinute, prin valoarea lor cantitativa,
demonstreazd univoc activitatea antiradicala net superioara
a totalului saponinic partial purificat fatd de glicozida
individuala (substanta - standard) asparagozida H. Pornind
de la faptul ca aceastd glicozida este cantitativ dominanta in
totalul glicozidic al preparatului extractiv examinat, se pot
presupune mai multe cauze ale acestui efect impunator. O
cauza ar putea fi efectul sinergetic al tuturor saponinelor

- furostanolice si spirostanolice. Altd cauza ar putea fi rolul
substantelor insotitoare care formeaza 25-30% din preparat.
Nu este de neglijat nici varianta existentei in preparat a unui
alt compus, nesteroidic, cu o activitate antiradicald mult mai
pronuntatd decat cea a saponinelor steroidice. Trebuie de luat
in calcul si faptul ca printre substantele insotitoare sunt si
flavonoizii, multi reprezentanti ai acestora, de asemenea, fiind
caracterizati ca antioxidanti. Aceste rationalmente, sugerate
de rezultatele experimentale obtinute, impulsioneaza noi
cercetdri experimentale privind izolarea mai multor compo-
nente chimice din preparatul studiat si stabilirea activitatii
antiradicale a acestora.

Concluzie

Activitatea antiradicald a preparatului extractiv sapo-
ninic sec din rizomii si din radacinile de Asparagus officinalis
L, cu un continut de 50% de glicozide furostanolice si de 25-
30% de glicozide spirostanolice ale sarsapogenolului si ale
analogului sdu furostanolic, este de peste cinci ori mai mare
fatd de activitatea antiradicala a glicozidei individuale aspara-
gozida H, care domina cantitativ in totalul glicozidic.
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