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SANTRAUKA

v —

Lietuvos sveikatos moksly universiteto, Medicinos akademijos, Farmacijos fakulteto,
Farmakognozijos katedra.- Kaunas.

Darbo pavadinimas: Artemisia vulgaris L. Zolés fenoliniy junginiy ir antioksidantinio
aktyvumo tyrimai.

Tyrimo tikslas: Istirti bendro fenoliniy junginiy, flavonoidy kiekio ir antioksidantinio
aktyvumo jvairavimus A.vulgaris L. zolés ekstraktuose vegetacijos periodo metu bei zaliavose
surinktose 1§ skirtingy Lietuvos augaviecCiy;

Tyrimo uZdaviniai: Nustatyti bendrg fenoliniy junginiy ir flavonoidy kiekj Artemisia
vulgaris L. Zolés ekstraktuose vegetacijos metu bei zaliavose surinktose i$ skirtingy augavieciy;
jvertinti antiradikalinj aktyvumg ABTS metodu ir redukcinj aktyvuma FRAP metodu; istirti flavonoidy
ir fenoliniy riigs¢iy komplekso kokybine ir kiekybine sudeéti efektyviosios skys€iy chromatografijos
metodu.

Tyrimo objektas ir metodai: Natiiraliai auganéiy paprastyjy kieciy Zolé. Bendras fenoliniy
junginiy kiekis augalinéje zaliavoje nustatytas spektrofotometriniu Folin-Ciocalteu metodu,
antioksidantinis aktyvumas nustatytas dviem metodais: ABTS (antiradikalinio aktyvumo) ir FRAP
(redukcinio aktyvumo). Fenoliniy junginiy kokybiné ir kiekybiné sudétis nustatyta ESC metodu.

Tyrimo rezultatai ir iSvados: Bendras fenoliniy junginiy kiekis A.vulgaris L. Zolés
ekstraktuose vegetacijos periodo metu jvairuoja nuo 32,44 + 1,30 mg/g iki 87,74 + 1,66 mg/g,
skirtingose augavietése jvairuoja nuo 40,01 + 1,08 mg/g iki 93,12 + 1,49 mg/g. Bendras flavonoidy
Kiekis augalo vegetacijos periodo metu jvairuoja nuo 5,08 =+ 0,26 mg/g iki 16,98 + 0,13 mg/g,
skirtingose augavietése jvairuoja nuo 7,5 + 0,3 mg/g iki 13,21 £ 0,63 mg/g. Atiradikalinis aktyvumas
augalo vegetacijos periodo metu jvairuoja nuo 172,77 + 4,21 umol/g iki 622,43 + 8,52 umol/g, o
redukcinis aktyvumas — nuo 280,50 £ 10,33 pmol/g iki 961,86 + 45,48 umol/g. ESC metodu nustatyti
Sie junginiai: 3,5-dikafeilchino rtgstis (vegetacijos periodo metu jvairuoja nuo 7,46 + 0,16 mg/g iki
20,63 + 0,43 mg/qg), chlorogeno ragstis (jvairuoja nuo 5,50 £ 0,19 mg/g iki 21,09 + 0,77 mg/g, rutinas
(ivairuoja nuo 0,06 = 0,002 mg/g iki 2,32 + 0,05 mg/g).



SUMMARY

v —

University of Health Sciences, Academy of Medicine, Faculty of Pharmacy, Department of
Pharmacognosis. - Kaunas.

Title: Research of phenolic compounds and antioxidant activity in herb of Artemisia vulgaris

The aim of the research: to investigate variation of total content of phenolic compounds,
flavonoids and antioxidant activity during the vegetative season in herb of Artemisia vulgaris L. and
samples selected from different regions of Lithuania.

The objectives of the research: to determine variation of total content of phenolic
compounds and flavonoids during the vegetative season in herb of Artemisia vulgaris L. and samples
collected from different regions of Lithuania; to evaluate antioxidant activity using ABTS method and
reducing activity using FRAP method; to investigate qualitative and quantitative composition of
flavonoids and phenolic acids using HPLC method.

Object and methods: Herb of naturally growing mugwort. The content of total phenolic
compounds in plant extracts determined by Folin-Ciocalteu spectrophotometric method, the
antioxidant activity determined using two methods: ABTS (radical scavenging) and FRAP (ferric
reducing antioxidant potential). The qualitative and quantitative composition of total phenolic
compounds determined by HPLC method.

Results and conclusions: Total amount of phenolic compounds in herb of A.vulgaris L.
varies from 32,44 + 1,30 mg/g to 87,74 + 1,66 mg/g during the vegetative season, and varies from
40,01 £ 1,08 mg/g to 93,12 + 1,49 mg/g selected from different regions of Lithuania. Total amount of
flavonoids varies from 5,08 + 0,26 mg/g to 16,98 = 0,13 mg/g during the vegetative season and
varies from 7,5 £ 0,3 mg/g to 13,21 + 0,63 mg/g selected from different regions of Lithuania. Radical
scavenging activity varies from 172,77 + 4,21 umol/g to 622,43 + 8,52 umol/g during the vegetative
season, ferric reducing antioxidant activity varies from 280,50 + 10,33 umol/g to 961,86 + 45,48
pumol/g during the vegetative season. 3,5-dicafeoylquinic acid (varies from 7,46 + 0,16 mg/g to 20,63 +
0,43 mg/g during the vegetative season), chlorogenic acid (varies from 5,50 £ 0,19 mg/g to 21,09 +
0,77 mg/g), rutin (varies from 0,06 + 0,002 mg/g to 2,32 + 0,05 mg/g) determined by HPLC method.



SANTRUMPOS

ABTS - 2,2'-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-sulfono riigstis)

CUPRAC - vario jony redukcijos antioksidantiné galia (angl. Cupric ion reducing antioxidant
capacity)

DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo laisvasis radikalas

ESC — efektyvioji skys¢iy chromatografija (angl. high performance liquid chromatography)
FRAP — gelezies redukcijos antioksidaciné galia (angl. Ferric reducing antioxidant power)
GAE — galo riigsties ekvivalentai (angl. gallic acid equivalents)

n —imtis

ORAC — deguonies radikaly absorbciné geba (angl. oxygen radical absorbance capacity)

R — Pirsono koreliacijos koeficientas

R? — regresijos koeficientas

ROS - reaktyviosios deguonies riisys (angl. reactive oxygen species)

TE — troloksui ekvivalentiska antioksidantiné galia (ang. trolox equivalent antioxidant capacity)
TPTZ — 2,4,6-tripiridil-s-triazinas

UV — ultravioletiné spinduliuoté



IVADAS

Paprastasis kietis (Artemisia vulgaris L.) — astriniy (lot. Asteraceae) Seimos daugiametis,
zolinis, vaistinis augalas. Vaisting augaling zaliava sudaro lapai ir zolé. Paprastyjy kieciy lapai ir zolé
dazniausiai vartojami virSkinimo sutrikimams gydyti, esant kirmélinéms ligoms. Tyrimais jrodytas
prieSuzdegiminis, estrogeninis, antihelmintinis, antihistamininis, antioksidantinis veikimas, teigiamas
poveikis Sirdies ir kraujagysliy sistemai. Augalas kaupia fenolinius junginius, eterinius aliejus,
kartumynus, vitaming C, beta karotena (1, 2).

Fenoliniai junginiai yra siejami su antioksidantiniu aktyvumu — jie geba suristi zalingus
laisvuosius radikalus ir apsaugoti lasteles nuo oksidacinio streso (3). Oksidacinis stresas yra sudétingas
cheminis ir fiziologinis reikSkinys, kuris paZeidzia lasteles ir sukelia jy disfunkcija. Oksidacinj stresg
lemia padidéjes laisvyjy radikaly kiekis organizme, kuris dalyvauja jvairiy ligy patogenezéje (vézys,
ateroskleroze, diabetas, insultas, neurodegeneracings ligos) ir skatina senéjimo procesus (4).

Augaliniai ekstraktai yra pripazinti natliraliis antioksidantai, sugebantys suriSti zZalingus
laisvuosius radikalus. Juose esantys antioksidantiniu poveikiu pasiZymintys junginiai (fenoliniai
junginiai, askorbo riigstis, karotenoidai, fosfolipidai, steroliai) tiesioginiu ir netiesioginiu biidu slopina
oksidacijos reakcijas (3, 5). Pasaulyje yra atliekami antioksidantinio aktyvumo tyrimai paprastyjy
kie¢iy zaliavose. Egipto, Bulgarijos, Nepalo mokslininkai tyré natiiraliai augancéiy paprastyjy kieciy
zolése, lapuose esant] bendrg fenoliniy junginiy kiekj, bendra flavonoidy kiekj ir antioksidantinj
aktyvumg (6, 7, 8). Lietuvoje buvo tirtas bendras fenoliniy junginiy kiekis skirtingose Artemisia
vulgaris L. morfologinése dalyse (lapuose, Ziedynuose, sticbuose ir Saknyse) (9), taip pat Artemisia
vulgaris L. lapuose esanciy flavonoidy kokybiné ir kiekybiné sudétis (10). Lietuvoje neatlikti
antioksidantinio aktyvumo tyrimai su Artemisia vulgaris L. zaliavomis, tad tikslinga jvertinti
paprastyjy kie€iy Zaliavy antiradikalin} ir redukcinj aktyvuma, palyginti su fenoliniy junginiy ir
flavonoidy kiekio kaupimosi désningumais.

Fenoliniy junginiy antioksidantinis aktyvumas priklauso nuo augalo augimo salygy, Zaliavos
rinkimo laiko (11), todél tikslinga yra nustatyti bendrg fenoliniy junginiy, bendra flavonoidy kiekj ir
antioksidantinj aktyvumga augalo vegetacijos periodo metu, nustatyti optimaly zaliavos rinkimo laika,

uztikrinant] didelius biologiSkai aktyviy junginiy kiekius.
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DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas — istirti bendro fenoliniy junginiy, flavonoidy kiekio ir antioksidantinio
aktyvumo jvairavimus A.vulgaris L. Zzolés ekstraktuose vegetacijos metu bei zaliavose surinktose i$

skirtingy Lietuvos augavieciy;

Darbo uzdaviniai:
1. Nustatyti bendra fenoliniy junginiy kiekj Artemisia vulgaris L. Zolés ekstraktuose vegetacijos

metu bei zaliavose surinktose i$ skirtingy augavieciy.
2. Nustatyti bendra flavonoidy kiekj Artemisia vulgaris L. zolés ekstraktuose vegetacijos metu

bei zaliavose surinktose 1§ skirtingy augavieciy.

3. Ivertinti Artemisia vulgaris L. Zolés antiradikalinj aktyvumg ABTS spektrofotometriniu
metodu.

4. Ivertinti Artemisia vulgaris L. zolés redukcinj aktyvumg FRAP spektrofotometriniu metodu.

5. Istirti Artemisia vulgaris L. Zolés flavonoidy ir fenoliniy ragsc¢iy komplekso kokybine ir

kiekybine sudétj efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Kiecio genties augaly klasifikacija, taksonominé jvairové, paplitimas.

Artemisia ( N. L. Burman) gentis priklauso astriniy (lot. Asteraceae) Seimai, astrie¢iy (lot.
Asterales) poSeimiui, magnolijainiy (lot. Magnoliopsida) klasei (12). Artemisia gentj sudaro vir§ 500
skirtingy rusiy. Lietuvoje auga 11 riSiy, labiausiai paplitusios yra: A. absinthium (kartusis Kietis,
kitaip dar vadinamas pelynu.), A.vulgaris (paprastasis Kkietis), A.campestris (dirvinis Kietis),
A. dracunculus (vaistinis kietis, peleriinas), A. abrotanum (diemedis) (13).

Artemisia gentis placiai paplitusi pasaulyje. Ji randama vidutinio klimato juostose Europoje,
Azijoje ir Siaurés Amerikoje. Artemisia gentis labiau paplitusi Siaurés pusrutulyje nei piety. Si gentis
pasizymi dideliu prisitaikymu — jy randama lygumose ir aukstai kalnuose, sausringose vietose ir
pelkése (15, 16). Artemisia vulgaris L. yra plac¢iai Lietuvoje paplites augalas — randamas dirbamuose
laukuose, pakelése, Slaituose, pamiskése, vandens telkiniy pakrantése. Paprastasis kietis jsikuria
derlingame, vidutiniskai drégname, mazai rugscios, neutralios ir net labai Sarminés reakcijos

dirvozemyje (17).

1.2.  Artemisia vulgaris L. morfologiniai poZymiai ir identifikavimas

Lietuvoje daZniausiai paprastieji kie€iai yra 60-170 cm. aukScio. Stiebai biina keli, vagoti,
rausvai violetiniai, plaukuoti. Lapai plunksniS8kai suskaldyti, tik virSiininiai nesuskaldyti ir
lygiakra$¢iai. VirSutiné lapy pusé tamsiai Zalia, apatiné — pilka ir gausiai plaukuota. Ziedai rusvos
spalvos, susitelk¢ nedideliais graizais. Paprastieji kieciai Zydi nuo liepos antros pusés iki veélyvo
rudens, séklas subrandina rugséjo — spalio ménesiais (17, 18.).

Morfologiniai pozymiai priklauso nuo augavietés. JAV rytuose augantys paprastieji kieciai
gali bati iki 2 metry aukscio, nesakoti, o Siaurinése JAV vietovése — zemi ir labai Sakoti. A.vulgaris L.
pasizymi placia lapy variacija — lapy ilgis gali bati 1-10 cm, plotis 3-7,5 cm. (1 pav.) (19). Ivairové

priklauso nuo dirvozemio cheminés sudéties, meteorologiniy salygy, aplinkos uzterstumo (10,19).



1 pav. A.vulgaris L. lapy variacija (19)

1.3. Kieciu vaistiné augaliné Zaliava ir biologiSkai aktyviis junginiai.

Paprastyjy kieciy zolé renkama vasarg prie§ zydéjima arba zydéjimo pradzioje. Dazniausiai
skinamos kieciy virSiinés iki 30 cm. ilgo. Surinkta zaliava dZiovinama gerai védinamoje patalpoje arba
dziovykloje. Tinkamiausias laikas Zaliavai vartoti yra iki dviejy mety (17).

Paprastyjy kiec¢iy Zol¢ kaupia flavonoidus (apigeninas, kvercetinas, kempferolis,
hiperozidas), fenolines ragstis (chlorogeno ragstis), eterinius aliejus (kamparas, a-pinenas, 1,8-
cineolis, trans-tujonas, seskviterpeniniai laktonai), kartumynus, vitaming C, beta karotena (1, 2).

A.vulgaris L. eterinio aliejaus sudétis priklauso nuo augalo augimo vietos ir vystymosi
stadijos. Italijoje auganCiy paprastastyjy kieciy Zolés vyraujantis junginys yra kamparas (47proc.),
Pranctizijoje — kamparas kartu su 1,8-cineoliu (iki 23proc.), Indijoje a-tujonas (56 proc.), Maroke taip
pat daugiausia randama o-tujono (35proc.), Vietname — 1,8-cineolio (iki 24proc.) (20). Lietuvoje
auganciy paprastyjy kieciy lapy eterinio aliejaus pagrindinis komponentas yra 1,8-cineolis (17 proc.)
(1). Eterinio aliejaus kiekis ir komponenty sudétis priklauso nuo fenologinio tarpsnio. Prancizijoje
auganciose paprastyjy kieciy zolése didziausi kamparo kiekiai nustatomi esant sékly brandai, maziau —
Zydéjimo metu, dar maZziau — esant butonizacijai, maziausi kamparo kiekiai randami masinio atzélimo
metu (21). Paprastieji kieciai, kurie auga sausesnémis salygomis, yra linke kaupti didesnj kiekj eterinio
aliejaus (22).

A.vulgaris L. fenoliniy junginiy sudétis ir taip pat priklauso nuo augimo vietos ir vystymosi
stadijos. Lietuvoje auganc¢iy A.vulgaris L. lapy ekstaktuose daugiausia nustatyta chlorogeno ragsties —

0,46 mg/g, ziedy ekstraktuose daugiausia nustatyta kumaro rtgsties — 0,65 mg/g (10). Bulgarijoje
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auganciy paprastyjy kieciy zolés metanoliniuose ekstraktuose daugiausia nustatyta chlorogeno riigsties
— 1,70 £ 0,10 mg/g, rutino — 0,87 = 0,06 mg/g (23). Indijoje auganciuose paprastyjy kieciy lapy
metanoliniuose ekstraktuose — kumarino klasés junginiy (eskuletino, skopolino) (4). Serbijoje auganciy
paprastyjy kieciy metanoliniuose lapy ekstraktuose daugiausia nustatyta 3,5-dikafeilchino rugsties —
26 = 2 mg/g (24). Lenkijoje tirty paprastyjy kieciy Zoléje daugiausiai nustatyta p-kumaro riugsties —
3,04 =+ 0,01 mg/g (6). Fenoliniy junginiy sudétis ir Kiekis priklauso nuo fenologinio tarpsnio —
literatiiros Saltiniuose nurodoma, kad didziausias flavonoidy kiekis nustatomas zydéjimo metu, o

maziausias flavonoidy kiekis nustatomas vegetatyvinio augimo metu (56).

1.4.  Fenoliniai junginiai, jy klasifikacija, savybés ir svarba augalui

Fenoliniai junginiai yra antriniai augalo metabolitai, jy randama visose augalo dalyse, taciau
kiekybinio ir kokybinio komplekso pasiskirstymas nevienodas — daZniausiai didziausia koncentracija
randama lapuose ir Zaliuose stiebuose (25). Fenoliniy junginiy koncentracija priklauso nuo aplinkos
salygy, geografinés padéties, kuriame auga augalas, genetiniy faktoriy, evoliucijos (25, 26).

Pagrindinis fenoliniy junginiy struktirinis elementas yra vienas ar keli aromatiniai ziedai,
kurie turi bent vieng hidroksilo grupe (27). Hidroksilo grupé gali biiti laisva ar prisijungusi kitg
funkcing grupe: eterius, esterius, glikozidus (28). Fenoliniai junginiai, atsizvelgiant i molekulés
struktira, skirstomj j Sias grupes: flavonoidai, fenolinés riigstys, stilbenai, kumarinai, taninai (25, 27).

Flavonoidai yra plati Seima, kuri sudaro mazdaug puse visy fenoliniy junginiy (25).
Flavonoidy cheming struktiirg biitinai sudaro du aromatiniai ziedai A ir B, kurie sujungti trijy anglies
atomy tilteliu. Anglies atomy tiltelis, kartu su deguonies atomu, sudaro heterociklinj ziedg C (2 pav.).
Pakaity variacija ziede C lemia jvairias flavonoidy klases: flavanonai, flavonai, flavanoliai, flavonoliai,
izoflavonoidai, antocianidinai. Hidroksilo grupiy pakaitai, esantys A ir B aromatiniame ziede, gali buiti

glikozilinti, metilinti, acilinti, tai lemia individualius flavonoidy skirtumus (25, 29, 30, 31, 32).

3
2,_,,-@1\. 4
5 | B
T oo B
A c 8
& \,—' ,-fg
5

2 pav. Bendra flavonoidy molekulés struktiira (29)

Flavonoidy antioksidantinis aktyvumas siejamas su $iy funkciniy grupiy buvimu:
1. 3,4-dihidroksi grupé B Ziede. Ji lemia didesnj oksiduoty flavonoidy radikaly stabiluma. Siai

grupei biidingos elektrony donorinés savybés.
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2. C2=C3 dviguba jungtis, kuri konjiguota su C4=0 keto grupe C ziede atsakinga uz elektrony
perkélima i§ B Ziedo. Si jungtis lemia didesnj oksiduoty flavonoidy radikaly stabiluma.

3. Hidroksilo pakaitai, esantys 3 ir 5 padétyje atiduoda vandenilio atomg vandenilio peroksido
radikalui ir taip sumazina neigiama laisvyjy radikaly poveikj. Taciau ne visi hidroksilo pakaitai
pasizymi vienodu aktyvumu atiduodant vandenilio atoma: hidroksilo pakaitai, esantys 5 ir 7
padétyje pasizymi silpnu aktyvumu atiduodant vandenilj (33, 34).

Kvercetinas turi visus $iuos struktiirinius elementus, todél jis yra efektyviausias antioksidantas i§ visy

flavonoidy (34).

3 pav. Flavonoidy molekulé su paZymétom funkciném grupém (33, 34)

Labiausiai paplite¢ flavonoidai yra flavonai (apigeninas, chrizinas, liuteolinas), flavonoliai
(kvercetinas, kempferolis, miricetinas) ir jy glikozidai (4 pav.). Apigenino randama obuoliuose,
liuteolino — salieruose. Kvercetino yra morkose, alyvuogése, svoginuose, kempferolio — brokoliuose,

miricetino — vynuogése (35).

£ ) i 5 S 6 T
1. Q86 1 ) l
Apigeninas Chrizinas Liuteolinas

A
2 LI ‘ (]
& ] . ll B e
) e
Kvercetinas Kempferolis Minicetinas

4 pav. Labiausiai paplite 1 - flavonai (apigeninas, chrizinas, liuteolinas), 2 - flavonoliai

(kvercetinas, kempferolis, miricetinas)
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Flavonoidai atsakingi uz ziedy, vaisiy, lapy spalva (antocianinai yra svarbiausia grupé,
sudaranti vandenyje tirpius augaly pigmentus). Flavonoidai - natiiralios augalo ginybinés medziagos:

apsaugo augala nuo vabzdziy, grybeliy, bakterijy, virusy, UV radiacijos (28, 32, 35).

Fenolinés riigstys svarbi fenoliniy junginiy klasé. Fenolinés rigStys turi bent vieng aromatinj
zieda, kuriame ne maziau kaip vienas vandenilis pakeistas hidroksilo grupe (36). Fenolinés rugstys
skirstomos pagal tai, kiek yra anglies vienety Soninéje grandinéléje, kuri prijungta prie aromatinio
ziedo. Svarbiausios yra dvi grupés: turinios C6-C1 struktiirg (hidroksibenzenkarboksiriigStys) ir
turin¢ios C6-C3 struktiirg (hidroksicinamono rigstys — turi trijy anglies atomy Sonin¢ grandinéle)
(5pav.). Hidroksilo ir metoksi grupiy skai¢ius ir padétis ant aromatinio ziedo lemia individualius

fenoliniy ragsc¢iy skirtumus (37).

COOH

COOH

5 pav. Bendra hidroksibenzenkarboksiriigsciy ir hidroksicinamono riugsciy struktiira (27)

Hidroksicinamono  riig§tis  pasiZymi  didesniu  antioksidantiniu  aktyvumu  nei
hidroksibenzenkarboksirtigstis. Stipresnis antioksidantinis aktyvumas susijes su CH=CH-COOH
grupe, kuri uztikrina didesnj gebejimg atiduoti vandenilio atomg radikalams, negu —-COOH grup¢ (34,
38).

Hidroksibenzenkarboksiriig§¢iy antioksidantinis aktyvumas priklauso nuo:

1. Karboksilo grupés ((COOH). D¢l Sios grupés hidroksibenzenkarboksirtigStys sunkiau atiduoda
vandenilio atomg radikalams, dél to silpniau mazinamas laisvyjy radikaly poveikis.

2. Hidroksilo pakaity skaiiaus aromatiniame ziede. Esant vienam hidroksido pakaitui
aromatiniame Ziede, junginys pasizymi silpnu aktyvumu atiduodant vandenilio atoma, dél to
silpnéja antioksidantinis aktyvumas.

3. Hidroksilo pakaity padéties aromatiniame ziede. Meta- padétyje esantys hidroksilo pakaitai
pasizymi stipriausiu antioksidantiniu poveikiu.

4. Pakaity esterifikacijos. Esterifikuojant karboksilo (-COOH) grupeg, antioksidantinis aktyvumas

sumazéja.
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5. Metoksi (-CH30) pakaity aromatiniame ziede. Esant Siems pakaitams, antioksadantinis
aktyvumas mazéja (34).

Hidroksicinamono rtigs¢iy antioksidantinis aktyvumas priklauso nuo:

1. CH=CH-COOH grupés. Dél Sios grupés hidroksicinamono riigStys lengviau atiduoda
vandenilio atomg radikalams, dél to stipriau mazinamas laisvyjy radikaly poveikis.

2. Metoksi (-CH30) pakaity. Hidroksilo pakaitg 3 padétyje pakeitus metoksi pakaitu (pvz, ferulo
rugstyje), padidé¢ja antioksidantinis aktyvumas (hidroksibenzenkarboksiriigStyse metoksi
pakaitai mazina antioksidantinj aktyvuma).

3. Hidroksilo pakaity skaic¢iaus aromatiniame Ziede. Esant daugiau nei vienam hidroksilo pakaitui,

didéja antioksidantinis aktyvumas (34).

Dazniausios hidroksibenzenkarboksirtigStys yra galo, p-hidroksibenzenkarboksirigstis,
protokatecho, vanilino, siringo, salicilo riigstys, o hidroksicinamono — kavos, ferulo, p-kumaro,
cinamono, chlorogeno (1, 2 lentelés) (25). Randamas hidroksibenzenkarboksirtigsties kiekis yra labai
mazas, taciau Sios rugsties randama juodosios arbatos lapuose, juoduosiuose ridikuose, svoglinuose.
Hidroksicinamono riigstis yra daznesné nei hidroksibenzenkarboksiriigstis. Hidroksicinamono riigsties
randama kavoje, vysniose, mélynése, kiviuose. Fenolinés rugstys dazniausiai biina glikozilintos,
laisvos formos pasitaiko retai (39). Fenolinés riigStys augaluose atlieka svarby vaidmenj: jos padeda

Isisavinti maisto medziagas, dalyvauja baltymy sintezéje (37).

1 lentelé. Hidroksibenzenkarboksirigsciy klasifikacija (37)

Hidroksibenzenkarboksirugstis Pavadinimas Pakaitai
H
R1 R2 R3 | R4
Ry A COOH
4 H\ S D-
P hidroksibenzenkarboksirtigstis H OH | H

Rs™ ™y ~R;
Vanilino riigstis CH30 |OH |H
2

Protokatecho OH OH | H

H
H

Galo rigstis H OH OH | OH
H
H

Siringo rigstis CH30 |OH | CH30

Salicilo rugstis OH H H H
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2 lentelé. Hidroksicinamono riigséiy klasifikacija (37)

Hidroksicinamono riagstis Pavadinimas Pakaitai
H J/CDDH R1 |R2 R3 R4
R, /wa/ Cinamono ragstis H H H H
p-kumaro ragstis OH H H H
Ra.a //A\\R — v,
Ferulo rugstis H CH3O | OH H
2 Kavos riigstis H OH OH H
1.5.  Artemisia vulgaris L. farmakologinés savybés

Paprastyjy kieCiy zolé naudojama virSkinimo sistemos sutrikimams gydyti: esant

sumazejusiam skrandzio sul¢iy rugstingumui, susilpnéjusiam apetitui. Lapy nuovirai naudojami esant

kirmélinéms ligoms (17). Ryty medicinoje paprastyjy kieéiy zolé naudota kaip anestezinis augalas (4).

Filipinuose §io augalo Zzolé naudota kaip antihipertenzine, prieSuzdegiming, antispazminé priemong. Ji

buvo naudojama ir dismenoréjai gydyti bei sukelti abortg (15).

Tyrimais jrodyti Sie Artemisia vulgaris L. farmokologiniai poveikiai:

Antioksidantinis. Sj poveikj lemia fenoliniai junginiai — antioksidantinis veikimas pagrjstas
keliais mechanizmais: jie suriSa laisvuosius radikalus, apsaugo Kitus antioksidantus nuo
oksidacinio poveikio arba suriSa pereinamyjy metaly jonus (29, 35). In vivo nustatyta, kad
Artemisia vulgaris L.lapy ekstraktas ziurkiy kraujyje reikSmingai padidino anktioksidaciniy
fermenty — superoksido dismutazés ir glutationo peroksidazés aktyvumag. Fermenty padidéjimas
rodo, kad Artemisia vulgaris L. slopina oksidacijos procesus organizme (40).

Priesuzdegiminis. Flavonoidai slopina uzdegimo fermentus (fosfolipazg, ciklooksigenaze-2,
lipoksigenazg), slopina azoto oksido sinteze¢ ir uzdegimo mediatoriy sinteze¢ (leukotrieny,
prostaglandiny). MaZéjant uzdegiminiams procesams, mazéja laisvyjy radikaly gamyba (41).
Irodyta, kad Artemisia vulgaris L. lapy ekstraktas slopina fermentg — azoto oksido sintetaze —
taip galima paaiSkinti prieSuzdegiminj veikimg. MazZéjant azoto oksido kiekiui, jis maZziau
reaguoja su laisvaisiais radikalais, dél to susidaro maziau peroksido, lastelés maziau zalojamos
(41, 42). Indijoje atliktas tyrimas, siekiant iSsiaiSkint Artemisia vulgaris L. prieSuzdegiminj
poveiki. Ziurkéms kirk§nyse po oda implantuotos medvilninés granulés. Po 8 dieny
medvilninés granulés, kartu su granuliaciniais audiniais, atsargiai iSpjautos ir pasvertos.

Ziurkéms buvo duodamas Artemisia vulgaris L. lapy metanolinis ekstraktas, medvilninés
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granulés svoris nustatytas 55 proc. mazesnis lyginant su Ziurkémis, kurioms nebuvo duodama
Artemisia vulgaris L.ekstrakto. Medvilninés granulés svoris yra uzdegimo indikatorius — esant
uzdegimui, formuojasi granuliaciniai audiniai, d¢l to medvilninés granulés sveria daugiau (43).

o Teigiamas poveikis Sirdies ir kraujagysliy sistemai. Atliktas tyrimas sveikoms ziurkéms —
joms duota A.vulgaris L. lapy ekstrakto. Po 10 minuciy atlikti matavimai parod¢, jog ekstraktas
neturéjo reikSmingo poveikio kraujo spaudimui ir Sirdies ritmui, taciau sumazino leukocity
adhezijg — taip gerino organy kraujotaka. Taip pat del sumazéjusios leukocity adhezijos 1étéja
ateroskerozés vystymasis (42).

e Estrogeninis veikimas. Nustatyta, kad metanolinis Artemisia vulgaris L. lapy eckstraktas
pasizymi estrogeniniu veikimu. Ekstrakto duodama nesubrendusioms ziurkéms — po 10 dieny
padid¢jo reprodukciniy organy svoris, taip pat kity gyvybiskai svarbiy organy (kepeny, inksty,
bluznies) svoris. Taip pat Artemisia vulgaris L. lapy ekstrakto (koncentracijos 600 mg-kg—1)
duodama apvaisintoms ziurkéms. Ekstraktas sutrikdé estrogeno-progesterono pusiausvyra,
todél slopindama apvaisinty kiausialas¢iy implantacija, nutriko néStumas. Kuomet ziurkéms
duodama mazesn¢ koncentracija ekstrakto (300 mg-kg—1), néStumas nutriko 50% maZiau
ziurkiy (44).

e Antihistamininis. Jungtin¢je Karalystéje istirta, kad Artemisia vulgaris L. lapy ekstraktas
veikia kaip histamino HI receptoriy antagonistas — virS§kinamajame trakte ir trachéjoje
atlpaiduoja lygiuosius raumenis. Si savybé naudojama gydant zarnyno spazmus, viduriavima.
Taip pat Artemisia vulgaris L. lapy ekstraktas gali buti naudojamas astmos simtomams
lengvinti — blokuoja cholinerginius, histamino H1 receptorius. Sj poveikj (lygiyjy raumeny
atpalaidavimag) lemia Artemisia vulgaris L. lapuose esantys seskviterpeniniai laktonai (45).

e Antihelmintinis. Turkijoje istirta, kad 300 mg/kg dozé metanolinio Artemisia vulgaris L. lapy
ekstrakto sumazino apvaliyjy kirméliy, kurios sukelia spiraling triching (lot. Trichinella
spiralis), lervy skai¢iy ziurkése. Liezuvio raumenyse lervy skaifius sumazéjo iki 75,6 proc,

diafragmos raumenyse iki 53,4 proc. (46).

1.6. Oksidacinis stresas, antioksidantai, antioksidantinio poveikio nustatymas

Laisvieji radikalai yra labai reaktyviis junginiai. Jy susidarymg Zmogaus organizme skatina
uzdegimas, rukymas, UV ar radiacin¢ spinduliuoté, aplinkos uZterStumas (40). Laisvieji deguonies
radikalai (ROS — angly k. — reactive oxygen species), tokie kaip superoksido (O2¢-), hidroksilo (OH?),
alkoksilo (RO¢), hidroperoksilo (HO2¢) radikalai, pazeidZia struktiirines organizmo makromolekules:
lipidus, nukleoriigstis, baltymus. Kuomet antioksidantai neapsaugo nuo laisvyjy radikaly poveikio,

lipidai, nukleortigStys, baltymai nuolat patiria oksidacinius pazeidimus — §i biisena vadinama
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oksidaciniu stresu. Oksidacinis stresas susij¢s su tokiais sveikatos sveikatos sutrikimais kaip vézys,
ateroskleroze, diabetas, insultas, neurodegeneracings ligos, sen¢jimas (4).

Zmogaus organizme kelios antioksidantinés sistemos saugo nuo laisvyjy radikaly poveikio.
Viena jy — fermentiné (superoksido dismutazé, katalazé ir glutationo peroksidazé), kita — ne fermentiné
(askorbo rugitis, glutationas ir alfa tokoferolis). Sios antioksidantinés sistemos apsaugo nuo laisvyjy
radikaly poveikio, ta¢iau susilpnéjus imuninei sistemai organizmas pats apsiginti nuo laisvyjy radikaly
poveikio negali (40). Antioksidanty trikumo kompensavimui naudojami sintetiniai antioksidantai,
taciau yra duomeny apie jy galimg kancerogeninj poveikj (4). In vitro ir in vivo tyrimais nustatyta, kad
darziniy ciberzoliy (lot. Curcuma longa L.) ekstraktas, siauralapiy baziliky (lot. Ocimum tenuiflorum
L.) ekstraktas, paprastyjy runkeliy (lot. Beta vulgaris L.) ekstraktas, paprastyjy mieziy (lot. Hordeum
vulgare L.) ekstraktas, paprastyjy apyniy (lot. Humulus lupulus L.) ekstraktas suri$a laisvuosius
radikalus (11, 47). Taip pat In vivo ir In vivo tyrimy metu Artemisia vulgaris L. Zoléje nustatytas
antioksidantinis aktyvumas, kuris siejamas su sudétyje esanciais fenoliniais junginiais (40).

Antioksidantinio nustatymo metodikos gali biiti pagjstos vandenilio atomo arba elektrono
perdavimo reakcijomis. Vandenilio atomo perdavimo reakcija pagjsta ORAC (deguonies radikaly
absorbcijos pajégumo nustatymas) metodu. Antioksidantinio nustatymo metodikos pagristos elektrony
perdavimo reakcijomis — tai DPHH (radikaly suri§imo metodas), ABTS ( radikaly — katjony suri§imo
metodas), FRAP (gelezies jony redukcinio aktyvumo metodas), CUPRAC (vario jony redukcinio
aktyvumo jvertinimas), Folino metodai. Siy reakcijy metu pasikei¢ia tirpaly spalvos. Spalvy pokytis

priklauso nuo antioksidanty kiekio tiriamuose meginiuose, kuris jvertinamas spektrofotometriskai (48).

ABTS radikaly — katjony suri§imo jvertinimo metodas

Antioksidantinis aktyvumas nustatomas pagal tiriamos medziagos geb€jima neutralizuoti
2,2¢-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-sulfono ragsties (ABTS+) laisvuosius radikalus. Oksidatorius kalio
persulfatas oksiduoja bespalve ABTS molekule i mélynai-Zalios spalvos ABTS+ radikalg. Radikalas
Sioje formoje stabilus apie dvi dienas, jeigu laikomas tamsioje vietoje, kambario temperatiiroje (49).
Id¢jus antioksidanto, Sis tiesiogiai reaguoja su ABTS+ radikalu, dél to ABTS+ radikalas vél virsta
bespalve ABTS molekule. Matuojama tirpalo absorbcija, jvertinamas pokytis. Tirpalo absorbcija

priklauso nuo nesureagavusio ABTS+ Kiekio, kuris liko tirpale (6 pav.) (48).

ABTS + kalio persulfatas — ABTS+ (mélynai-zalia spalva, 734nm.)

(oksidatorius) | reakcija su antioksidantu, nyksta spalva

ABTS (bespalvis)
6 pav. ABTS metodo veikimo schema (48)
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FRAP redukcinio aktyvumo jvertinimo metodas

Antioksidantinis aktyvumas nustatomas panaudojant gelezies gebé¢jima redukuotis. Sio
metodo esmé, kad antioksidantas redukuoja trivalenj gelezies jong (Fe3+) j dvivalentj gelezies (Fe2+)
jong. Taigi tiriamasis ekstraktas redukuoja [Fe(IlI)-(TPTZ)2]3+ kompleksa, susidaro mélynos spalvos
[Fe(1D)-(TPTZ)2]2+ kompleksas, kurio absorbcija matuojama spektrofotometru, esant 593 nm bangos
ilgiui (6). Esant antioksidantams, absorbcija padidéja dél susidariusio [Fe(Il)-(TPTZ)2]2+ komplekso
(50).
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2. TYRIMO METODIKA

2.1. Tyrimuy objektas

Paprastyjy kie¢iy (A.vulgaris L.) zolé, surinkta i§ 6 skirtingy Lietuvos regiony 2014 ir 2015
metais liepos ménesj (masinis Zydéjimas). Zaliava rinkta 2015 metais Girininky kaime (Kauno
rajonas) nuo birzelio 13d. iki rugséjo 10d. (3 lentel¢). Zaliava rinkta vegetacijos laikotarpiu, dziovinta
kambario temperatiiroje, gerai védinamoje patalpoje, apsaugota nuo tiesioginiy saulés spinduliy.

ISdZiovinta zaliava laikyta popieriniuose maiSeliuose, laikyta tokiomis pat sglygomis kaip ir dziovinta.

3 lentelé. Paprastyjy kieciy Zaliavos rinkimo vieta ir laikas

2014-2015m zaliavos Rinkimo data Vegetacijos tarpsnis
Kauno rajonas, Girininky kaimas, ) o ]
) 13.Bir Vegetatyvinis augimas
pieva (zolé¢) 2015m.
Kauno rajonas, Girininky kaimas, ) o
) 02.Lie Butonizacja
pieva (zol¢) 2015m.
Kauno rajonas, Girininky kaimas, ) .
) 15.Lie Zydéjimas
pieva (zol¢) 2015m.
Kauno rajonas, Girininky kaimas, .
) 02.Rgp Zydéjimas
pieva (zol¢) 2015m.
Kauno rajonas, Girininky kaimas, .
) 10.Rgp Zydé¢jimas
pieva (zol¢) 2015m.
Kauno rajonas, Girininky kaimas, .
) 16.Rgp Zydéjimas
pieva (zol¢) 2015m.
Kauno rajonas, Girininky kaimas, .
) 16.Rgp Zydéjimas
pieva (ziedai) 2015m.
Kauno rajonas, Girininky kaimas, .
) ) 16.Rgp Zydéjimas
pieva (lapai) 2015m.
Kauno rajonas, Girininky kaimas, .
_ o 16.Rgp Zydéjimas
pieva (stiebai) 2015m.
Kauno rajonas, Girininky kaimas, .
) 26.Rgp Zydéjimas
pieva (zol¢) 2015m.
Kauno rajonas, Girininky kaimas,
) 10.Rgs Sekly branda
pieva (zolé¢) 2015m.




Klaipédos miestas, pieva (zolé)
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23.Lie Zydéjimas
2015m.
Plungés rajonas, Plateliy miestelis, ] 5
) 24.Lie Zydéjimas
pieva (zolé¢) 2015m.
Kauno rajonas, Domeikavos kaimas, ) .
] 16.Lie Zydéjimas
pieva (zol¢) 2015m.
Silutés rajonas, Mingés kaimas, pieva ) y
21.Lie Zydéjimas
(zolé) 2015m.
Anyksc¢iy miestas, pieva (zol¢) 2015m. 25.Lie Zydéjimas
Kupiskio miestas, pieva (zol¢) 2014m. 18.Lie Zydéjimas

2.2.  Naudoti reagentai

Etanolis (96,3 proc. V/V) (AB ,,Stumbras®, Kaunas, Lietuva), natrio karbonatas (Carl Roth,
Karlsruhe, Vokietija), Folin-Ciocalteu fenolio reagentas (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs,
Sveicarija), Galo riigities monohidratas (,,Sigma-Aldrich*‘, Honkongas, Kinija), aliuminio (lll)
chlorido heksahidratas (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Vokietija), acto riigstis (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Buchs, Sveicarija), heksametilentetraminas (Lachema, Cekija), kvercetinas, ABTS
(2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolino-6-sulfoniné ragstis, ,,Alfa Aesar, Masaciusetsas, JAV), kalio
persulfatas (,,Sigma-Aldrich Chemie GmbH®), Steinheim, Vokietija), natrio acetato trihidratas
(Scharlau, Ispanija), acto riigitis (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs, Sveicarija), vandenilio
chlorido riigitis i§ ,,Sigma-Aldrich Chemie GmbH*“ (Buchs, Sveicarija), TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-
triazinas, Carl Roth, Karlsruhe, Vokietija), gelezies (III) chlorido heksahidratas (Vaseline-Fabrik
Rhenania, Bonn, Vokietija), vandenilio chlorido ragstis i$ ,,Sigma-Aldrich Chemie GmbH* (Buchs,

Sveicarija), Trolox® (troloksas) 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-karboksiling riigitis (Fluka,

Seelze, Vokietija).

2.3. Naudota aparatiira

Vaistinés zaliavos smulkinimui naudotas elektronininis maltinélis. Vaistiné augaliné zaliava

sverta elektroninémis svarstyklémis ,,Sartorius AG“ (Gétingen, Vokietija). Zaliavos nuodziavis
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jvertintas ,,Precisa HA 300“ (Sveicarija) prietaisu. Ekstrakcijos atliktos ultragarso bangy voneléje
»Elmasonic P“ (Elma, Vokietija). Spektrofotometriniams tyrimams (bendro flavonoidy kiekio,
fenoliniy junginiy kiekio, antioksidantinio aktyvumo ABTS metodu, redukcinio aktyvumo FRAP
metodu nustatymams) naudotas spektrofotometras BECKMAN DU®-70 (Kalifornija, JAV).

2.4. Tyrimy metodika

Tiriamojo ekstrakto gamyba

Vaistiné augaliné Zaliava (A.vulgaris) susmulkinama elektrine smulkintuve. Apskai¢iuojamas
augalinés zaliavos nuodzitivis. Ekstrakty ruoSimas: atsveriama 0,20 g susmulkintos Zaliavos milteliy,
suberiama ] tamsaus stiklo 25 ml buteliuka, uzpilama 20ml 70% (V/V) etanoliu ir ekstrahuojama
ultragarso vonelé¢je 30min kambario temperatiiroje. Ultragarso stipris — 480 W. Gauti ekstraktai

laikomi tamsaus stiklo buteliukuose, tamsioje vietoje.

2.4.1. Spektrofotometriniai metodai

24.1.1. Suminis fenoliniy junginiy nustatymas Folin-Ciocalteu metodu

Darbinio reagento gamyba. Folin-Ciocalteu reagento tirpalas praskiedziamas 10 Kkarty

distiliuotu vandeniu (9 dalys distiliuoto vandens ir 1 dalis reagento).

7.5% natrio karbonato tirpalo paruoSimas. Atsveriama 7,5 g natrio karbonato, kuris

iStirpinamas 100 ml distiliuoto vandens.

Metodika. 200 pl tiriamojo ekstrakto tirpalo sumaisoma su 1000 pl darbiniu Folin-Ciocalteu
reagentu ir dedama 800 pl 7,5% natrio karbonato tirpalo. Gautas miSinys gerai sumaiSomas ir
paliekamas tamsoje 60 minuciy, esant kambario temperatiirai.

Palyginamasis tirpalas ruoSiamas taip pat, tafiau vietoj ekstrakto pilamas tirpiklis — 70%
etanolis. Esant 765 nm bangos ilgiui spektrofotometru matuojama tirpalo absorbcija. Suminis fenoliniy
junginiy kiekis iSreiSkiamas galo ruigSties ekvivalentu gramui Zaliavos, kuris apskai¢iuojamas pagal

formulg:

GAE = ¢ x V/m, mg/g

Cia:
C — galo rugsties koncentracija nustatyta i§ kalibracinés kreivés mg/ml;

V — ekstrakto tiiris;
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M — tikslus atsvertas Zaliavos kiekis

Galo rugsties standartiniy tirpaly gamyba.

Darbiniy galo rugsties tirpaly gamyba. Gaminami 5 skirtingy koncentracijy galo riigsties

darbiniai tirpalai: 0,2mg/ml, 0,05mg/ml, 0,025mg/ml, 0,0125mg/ml, 0,00625mg/ml.

Metodika. Imama 200 ul galo rtgsties tirpalo (kiekvienos koncentracijos), sumaiSoma su
1000 pl darbiniu Folin-Ciocalteu reagentu ir dedama 800 ul 7,5% natrio karbonato tirpalo. Gautas
miSinys gerai sumaiSomas ir palieckamas tamsoje 60 minuciy, esant kambario temperatiirai. Esant 765
nm bangos ilgiui spektrofotometru matuojama tirpaly absorbcija.

Palyginamasis tirpalas ruoSiamas taip pat, tik vietoj galo rtgsties pilamas tirpiklis — 70%
proc. V/V etanolis. Suminis fenoliniy junginiy kiekis iSreiSkiamas galo rugsties ekvivalentu gramui
zaliavos, kuris apskai¢iuojamas pagal formule pateikta auksciau.

Galo rugsties kalibracing kreiveé pavaizduota 7 paveiksle.

y = 10.331x + 0.0888
R? = 0.9971
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Galo ragsties koncentracija, mg/ml
7 pav. Galo riigsties kalibraciné kreivé
24.1.2. Bendpro flavonoidy kiekio nustatymas spektrofotometrijos metodu

Tiriamo tirpalo gamyba: j 5 ml matavimo kolbute pilama 0,2 ml A.vulgaris ekstrakto, 2 ml 96

proc. V/V etanolio, 0,1 ml 30 proc. acto rugsties tirpalo, 0,3 ml 10 proc. aliuminio chlorido tirpalo, 0,4

ml 5 proc. heksametilentetramino tirpalo. Kolbutés turinys praskiedziamas iSgrynintu vandeniu iki
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zymés, sumaiSomas, laikomas 30 min. tamsoje. Matuojamas 10 mm tirpalo sluoksnio absorbcijos
dydis ir lyginamas su palyginamuoju tirpalu esant bangos ilgiui 407 nm.
Palyginamojo tirpalo gamyba: j 5 ml matavimo kolbute jpilama 0,2 ml A.vulgaris ekstrakto, 2

ml 96 proc. V/V etanolio, 0,1 ml 30 proc. acto ragsties tirpalo ir kolbutés turinys praskiedziamas
1Sgrynintu vandeniu iki Zymés.
Suminis flavonoidy kiekis iSreiSkiamas kvercetino ekvivalentais gramui sausos zaliavos.

Apskaiciuojama remiantis formule:

X_va_
— ;mg/g

C — kvercetino koncentracija (mg/ml), nustatyta i§ kalibracinés kreivés (pagal formule

y=kx+b); V — ekstrakto turis (ml); m — vaistinés augalinés Zaliavos asvertas kiekis (g).

Kvercetino standartiniy tirpaly gamyba

Darbiniy kvercetino tirpaly gamyba. Gaminami 5 skirtingy koncentracijy kvercetino darbiniai
tirpalai: 0,5mg/ml, 0,25mg/ml, 0,125mg/ml, 0,0625mg/ml, 0,03125mg/ml.

Metodika. Kvercetino tiriamieji ir palyginamieji tirpalai ruosiami kaip ir tiriamieji tirpalai,
taciau skirtingai nuo tiriamojo tirpalo, vietoj 0,2 ml A.vulgaris ekstrakto pilama 0,2 ml etaloninio
kvercetino tirpalo. Bendras flavonoidy kiekis vertinamas pagal etalono kvercetino kalibracing kreive.

Suminis flavonoidy kiekis iSreiSkiamas kvercetino ekvivalentu gramui Zzaliavos, kuris
apskaiciuojamas pagal formulg pateikta auksciau.

Kvercetino kalibraciné kreiveé pavaizduota 8 paveiksle.
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8 pav. Kvercetino kalibraciné kreivé

2.4.1.3. ABTS metodas laisvyjy radikaly suriSimo jvertinimui

Pirminio tirpalo paruoSimas. Atsveriama 0,548 g ABTS milteliy, jie suberiami j tamsaus

stiklo buteliukg ir uzpilama 50 ml distiliuoto vandens, milteliai iStirpinami. | gautg tirpala dedama
0,0095 g kalio persulfato. MiSinys sumaiSomas ir laikomas tamsoje 16 valandy.

Darbinio tirpalo paruoSimas. Pirminis ABTS tirpalas skiedziamas distiliuotu vandeniu iki

0,800 absorbcijos vienety esant 734 nm bangos ilgiui. Palyginamasis tirpalas naudojamas distiliuotas

vanduo.

Tyrimo metodika. Imama 3 ml darbinio ABTS tirpalo, pridedama 20 pl tiriamojo ekstrakto,
geral sumaiSoma ir laikoma kambario temperatiroje 60 minuciy. Spektrofotometru iSmatuojama
absorbcija esant 734 nm bangos ilgiui.

Pokytis apskai¢iuojamas i§ darbinio ABTS tirpalo absorcijos atémus tiriamy ekstrakty
absorcija. Sis pokytis parodo, kiek tiriami ekstraktai suriS§o ABTS radikalus —Katijonus.

Laisvyjy radikaly suriSimo geba iSreiSkiama standartinio antioksidanto trolokso ekvivalentais

(TE) gramui zaliavos. Apskaic¢iuojama pagal formule:
TEAC(ABTS) = ¢ x V/m, umol/g
¢ — trolokso koncentracija (wmol/L) nustatyta i§ kalibracinés kreivés;
V — A.vulgaris ekstrakto tiiris (ml);
m — tikslus atvertas zaliavos kiekis (g).

Trolokso standartiniy tirpaly gamyba

Darbiniy trolokso tirpaly gamyba. Gaminami 5 skirtingy koncentracijy trolokso darbiniai

tirpalai: 1mg/ml, 0,5mg/ml, 0,25mg/ml, 0,125mg/ml, 0,0625mg/ml.

Tyrimo metodika. Imama 3 ml darbinio ABTS tirpalo, pridedama 20 pl tiriamojo trolokso

tirpalo (kiekvienos koncentracijos), gerai sumaiSoma ir laikoma kambario temperatiiroje 60 minuciy.
Spektrofotometru iSmatuojama absorbcija nustacius 734 nm bangos ilgj.

Pokytis apskaiCiuojamas i§ darbinio ABTS tirpalo absorcijos atémus trolokso tirpaly
absorcija. Sis pokytis parodo, kiek trolokso tirpalai suriso ABTS radikalus — katijonus.

Laisvyjy radikaly suriSimo geba iSreiSkiama antioksidanto trolokso ekvivalentais gramui

zaliavos ir apskaic¢iuojama pagal formule pateiktg auksc¢iau.
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Trolokso kalibraciné kreivé ABTS metodui pavaizduota 9 paveiksle.
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9 pav. Trolokso kalibraciné kreivé (ABTS laisvyjy radikaly suriSimo jvertinimo metodui)

2.4.1.4. FRAP metodas redukcinio aktyvumo nustatymui

ParuoSiami Sie reagentai:

a) 300 mM acetatinis buferis: atsveriama 3,1 g natrio acetato, suberiama j 1000 ml matavimo
kolba, jpilama 16 ml ledinés acto ruigsties ir skiedZiama distiliuotu vandeniu iki zymeés (pH 3,6).

b) I 50 ml distiliuoto vandens jpilama 0,1695 ml koncentruotos druskos riigSties. Gautame 40
mM druskos riigsties tirpale tirpinami atsverti 0,1562 g TPTZ milteliai. Gaunamas 10 mM TPTZ
tirpalas.

Cc) Atsveriama 0,2703 g gelezies (III) chlorido heksahidrato ir istirpinama 50 ml distiliuoto
vandens. Gaunamas 20mM gelezies (I1I) chlorido heksahidrato tirpalas.

Darbinis FRAP reagentas ruoSiamas sumaisant a), b), ir ¢) reagentus santykiu 10:1:1 (10 daliy
acetatinio buferio, 1 dalis TPTZ tirpalo ir 1 dalis gelezies (III) chlorido heksahidrato tirpalo).

Imama 3 ml darbinio FRAP reagento ir pridedama 20 pl tiriamo ekstrakto. MiSinys laikomas
tamsoje, kambario temperatiiroje 1 val. Spektrofotometru iSmatuojamas misinio absorbcija esant 593
nm bangos ilgiui (palyginamasis tirpalas ruo$iamas taip pat, taciau vietoj ekstrakto dedama tirpiklio).

Redukcinio aktyvumo galia iSreiSkiama standartinio antioksidanto trolokso ekvivalentais (TE)

gramui zZaliavos. Apskai¢iuojama pagal formule:

TErrar = ¢xV/m, mg/g

¢ — trolokso koncentracija mg/ml nustatyta i$ kalibracinés kreivés;
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V — ekstrakto ttiris ml;

m — tikslus atvertas zaliavos kiekis g.
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10 pav. Trolokso kalibraciné kreivé (FRAP redukcinio aktyvumo jvertinimo metodui)

Tiriamojo laikotarpio meteorologinés salygos

Vegetacijos eigoje birzelio — rugséjo ménesiais 2015 metais meteorologinés salygos:

. Birzelio ménesis (vegetatyvinis augimas) — vidutiné birzelio ménesio oro temperatira — 14,9

°C, krituliy kiekis 26mm.

Liepos ménesio pradzia (butonizacija) ir liepos ménesio vidurys (Zydéjimas) — vidutiné liepos
ménesio oro temperatiira — 17,0 °C, krituliy kiekis — 84 mm. Lyginant su birZelio ménesiu, oro
temperatira pakilo 1,1 karto, krituliy kiekis padidéjo 3,2 karto. Liepos ménesio 3-6d.
uzfiksuota kaitra (kai 1-2 dienas auk$cCiausia oro temperatiira siekia 30 °C ir daugiau).
Rugpjiicio ménesis (zydé¢jimas) — vidutiné rugpjuacio meénesio oro temperatira — 19,3 °C ,
krituliy kiekis — 12mm. Lyginant su liepos ménesiu, oro temperatiira pakilo 1,1 karto, krituliy
kiekis sumazéjo 7 kartus. Rugpjii¢io ménesio 3-12 d. uzfiksuota kaitra.

Rugséjo ménesio pradzia (sékly branda) — vidutiné rugs€jo pradzios temperatira 13,1 °C,
krituliy kiekis 59mm. Lyginant su rugpji¢io ménesiu, oro temperatiira nukrito 1,47 karto, o

krituliy padidéjo 4,92 karto (51).
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2.6.  Efektyvioji skys¢iu chromatografija

ESC analiz¢ atlikta naudojant Waters 2695 chomatografg (Milford, USA) su diody matricos
detektoriumi Waters 2998 (Milford, USA). Chromatografinis skirstymas atliktas naudojant 5-um ACE
C18 analiting kolonélg (250 x 4.6 mm) su prieskolone 5-um ACE C18 (20 x 4.0 mm) (Aberdeen,
Scotland), 25 °C temperatiiroje. Eliuenty sistema: 1% (v/v) skruzdziy riigsties (A) ir acetonitrilo (B).
Eliucijos sistema: 10-15% tirpiklis B 0—20 min, 15% tirpiklis B 20-30 min, 15-30% tirpiklis B 30—45
min, 30-40% tirpiklis B 45-55 min. Judrios fazés tékmés greitis 1 ml/min, injekcijos taris - 10 pl.
Fenoliniai junginiai identifikuoti pagal smailiy sulaikymo trukme ir UV spektrg (A = 200600 nm)
palyginant juos su Zinomais standartais. Kiekybinis fenoliniy junginiy jvertinimas atliktas pagal

standarty kalibracines kreives.

2.7. Duomeny statistinis jvertinimas

Duomeny statistinis jvertinimas atliktas ,,Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft, JAV)
kompiuterine programa bei ,,SPSS Statistics 20 (IBM, JAV) statistiniu paketu. Visi bandymai buvo
atlikti tris kartus, iSvestas gauty rezultaty matematinis vidurkis, apskai¢iuota standartiné paklaida.
Tiesinis regresijos modelis buvo panaudotas priklausomybés rySiui tarp kintamyjy nustatyti.
Koreliacinio rySio stiprumas jvertintas Pirsono koreliacijos koeficientu (R). ReikSmingumo lygmuo
p<0,05. Rezultaty statistinis patikimumas jvertintas taikant TTEST funkcijg. Skirtumas laikomas

statistiSkai patikimu, kai p<0,05.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Bendro fenoliniy junginiy kiekio nustatymas paprastyju kieciy ekstraktuose

spektrofotometriniu metodu

Bioktyviy junginiy komplekso sudétis charakterizuoja augalinés zaliavos kokybe. Komplekso
kokybin¢ ir kiekybiné sudétis priklauso nuo daug veiksniy, tokiy kaip augalo genetiniai faktoriai,
evoliucija, meteorologinés salygos, dirvozemio cheminé sudétis, uzterStumas, zaliavos rinkimo laikas
(10, 11, 19, 25, 26). Tad labai svarbu jvertinti natiraliose augavietése auganéiy paprastyjy kie¢iy
augalinés zaliavos fenoliniy junginiy komplekso ypatumus, nustatyti fenoliniy junginiy kiekiy

svyravimus.

3.1.1. Fenoliniy junginiy kiekio kitimas vegetacijos eigoje

Atlikti Girininky kaime auganciy paprastyjy kieciy zolés bendro fenoliniy junginiy kiekio
tyrimai vegetacijos eigoje. Rezultatai pavaizduoti 11 pav.

Artemisia vulgaris L. Zzolés didZiausias (p<0,05) fenoliniy junginiy kiekis nustatytas rugpjtacio
16d. (masinio Zydéjimo metu) rinktoje Zaliavoje — 87,74 + 1,66 mg/g. MaZiausias (p<0,05) fenoliniy
junginiy kiekis nustatytas birzelio 13d. (vegetatyvinio augimo metu) rinktoje zaliavoje — 32,44 + 1,30
mg/g.

Birzelio ménesj (vegetatyvinio augimo metu), paprastyjy kieciy zol€je, nustatytas maziausias
fenoliniy junginiy kiekis. Liepos pradzioje (butonizacijos metu) ir liepos viduryje (zydéjimo metu)
nustatytas reik§mingas fenoliniy junginiy Kiekio padidéjimas: fenoliniy junginiy liepos pradzioje rasta
2 kartus (50,15 proc.) daugiau, o liepos viduryje 2,5 karto (59,99 proc.) daugiau nei birzelio ménes;j.
Rugpjiicio ménesio pradzioje (zyd¢jimo metu) pastebimas reikSmingas fenoliniy junginiy kiekio
sumazéjimas. Fenoliniy junginiy sumazéjo 2,08 karto (51,85proc.), lyginant su liepos ménesio viduriu.
Rugpjiicio ménesio viduryje fenoliniy junginiy kiekis nustatytas 2,2 karto (55,51 proc.) didesnis nei
rugpjicio meénesio pradzioje. ReikSmingas fenoliniy junginiy skirtumas nenustatytas tarp Zydéjimo
pabaigoje (rugpjicio pabaigoje) ir sékly brandos metu (rugsé€jo viduryje) rinktuose paprastyjy kieciy
zolés méginiuose. Rugséjo pradzioje (sékly brandos metu) nustatytas reikSmingai didesnis fenoliniy
junginiy kiekis nei birzelio ménesj (vegetatyvinio augimo metu) — rugséjo ménesj fenoliniy junginiy
nustatyta 1,9 karto (49,26 proc.) daugiau nei birzelio ménesj.

Nustatyta, kad besikeiCiantys vegetacijos tarpsniai lemia fenoliniy junginiy kiekj. Literattros

Saltiniuose nurodoma, kad maziausias fenoliniy junginiy kiekis nustatomas vegetatyvinio augimo



29

metu, o zydéjimo metu nustatomas didziausias fenoliniy junginiy kiekis (58). Sj désninguma
patvirtina ir musy atlikti tyrimai.

Fenoliniy junginiy kiekio jvairavima gali jtakoti ir aplinkos meteorologiniai veiksniai. Kaitra
(kai 1-2 dienas auksc¢iausia oro temperatira siekia 30 °C ir daugiau) uzfiksuota liepos ménesio 3-6d. ir
rugpjucio ménesio 3-12 d (51). Po $iy kaitros epizody, tame paciame vegetacijos tarpsnyje — zydéjimo
metu, liepos méneso viduryje ir rugpjucio ménesio viduryje paprastyjy kieciy zolés ekstraktuose
nustatytas reikSmingas fenoliniy junginiy kiekiy Suolis. Po kaitros epizodo liepos ménesj fenoliniy
junginiy nustatyta 1,25 karto (19,75 proc) daugiau, o rugpjucio ménesj 1,77 karto (46,62 proc.)
daugiau nei prieS kaitrg. Vegetacijos tarpsniai ir besikeiCiantys aplinkos veiksniai lemia fenoliniy

junginiy kaupimosi désningumus (52).
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11 pav. Fenoliniy junginiy kiekio (mg/g) kitimas A. vulgaris L. Zolés ekstraktuose vegetacijos eigoje

birielio — rugséjo ménesiais (n=3), *p<0,05

Uzsienio mokslininkai yra atlike fenoliniy junginiy kiekio tyrimy su paprastyjy kieciy
zaliavomis (Zole, lapais). Egipte auganciy paprastyjy kie¢iy metanoliniuose Zzolés ekstraktuose
nustatyta 19 + 0,16 mg/g fenoliniy junginiy (40). Bulgarijoje auganc¢iuose — 135,0 £ 1,0 mg/g (53),
Nepale — 321,23 £ 1,06 mg/g fenoliniy junginiy (54). Ispanijoje metanoliniuose lapy ekstaktuose
nustatytas fenoliniy junginiy kiekis 7,92 + 0,20 mg/g (8), Piety Afrikos Respublikoje auganciy
paprastyjy kieciy etanoliniuose Zolés ekstraktuose nustatytas fenoliniy junginiy kiekis 28,62 + 0,05
mg/g (55). Lietuvoje auganciy paprastyjy kieciy zolés etanoliniuose ekstraktuose, vidutiniSkai yra
61,30 + 1,98 mg/g fenoliniy junginiy. Daug didesnis fenoliniy junginiy Kiekis, lyginant su Lietuvoje

augancia paprastyjy kieciy zole, yra Bulgarije, Nepale auganciose paprastyjy kieciy Zolése. Ispanijoje,
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Piety Afrikos Respublikoje auganciy paprastyjy kieCiy zaliavos ekstraktuose nustatytas fenoliniy

junginiy kiekis yra mazesnis nei Lietuvoje.
3.1.2. Fenoliniy junginiy kiekio kitimas skirtinguose augalo organuose

Atlikti paprastyjy kie€iy skirtingy augalo organy bendro fenoliniy junginiy kiekio tyrimai
masinio zydéjimo metu. Nustatyta, kad daugiausia (p<0,05) fenoliniy junginiy yra zieduose — 91,85 +
1,95 mg/g, Zol¢je ir lapuose nustatyta atitinkamai 87,74 + 1,66 mg/g ir 84,87 £ 1,60 mg/g fenoliniy
junginiy. Reik$mingai skyrési fenoliniy junginiy kiekis sticbuose — juose nustatyta tik 2,94 + 0,13
mg/g. (12 pav.).
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12 pav. Fenoliniy junginiy kiekio (mg/g) kitimas skirtinguose A. vulgaris augalo organuose (Zolé,

Ziedai, lapai, stiebai) masinio Zydéjimo metu (n=3), *p<0,05

Marcinkevi¢iené ir kiti aprasé 2012 metais tirty fenoliniy junginiy kiekj skirtingose augalo
morfologinése dalyse. Didziausias bendras fenoliniy junginiy kiekis nustatytas paprastyjy kieciy
lapuose — 1,93 mg/g (Zolé tirta nebuvo). Maziausias fenoliniy junginiy kiekis aptiktas stiebuose — 0,88
mg/g. Zieduose fenoliniy junginiy kiekis nustatytas apie 20 procenty maZesnis nei lapuose — 1,55 mg/g
(9). Tyrimas patvirtina, kad maziausiai fenoliniy junginiy nustatoma A.vulgaris stiebuose.
Marcinkevi¢iené ir kiti daugiausia fenoliniy junginiy nustaté lapuose. Misy tyrimais nustatyta

zieduose fenoliniy junginiy 7,6 procentais daugiau nei lapuose.

3.1.3. Fenoliniy junginiy kiekio kitimas skirtingose augavietése.

Fenoliniy junginiy kiekis nustatytas i§ 6 skirtingy Lietuvos augavieciy, masinio zydéjimo

metu. Bendras fenoliniy junginiy kiekis varijuoja nuo 40,01 + 1,08 mg/g iki 93,12 + 1,49 mg/g.
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Vidutinis fenoliniy junginiy kiekis 65,16 = 2,00 mg/g. Didziausias (p<0,05) fenoliniy junginiy kiekis
Artemisia vulgaris L. Zolés ekstraktuose nustatytas Silutés rajone, Mingés kaime rinktoje paprastyjy
kieciy zol¢je — 93,12 + 1,49 mg/g. Maziausias (p<0,05) fenoliniy junginiy kiekis nustatytas Kupiskio
mieste rinktoje paprastyjy kie€iy Zoléje — 40,01 £ 1,08 mg/g ir Anyk$¢iy mieste rinktoje zoléje —

50,93 + 0,34 mg/g. Fenoliniy junginiy kiekio kitimas skirtingose augavietése pavaizduotas 13 pav.
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13 pav. Fenoliniy junginiy kiekio (mg/g) kitimas skirtingose A. vulgaris augalo augavietése

(Kupiskis, Domeikava, Mingés kaimas, Klaipéda, Plateliai, Anyks$¢iai) (n=3), *p<0,05

3.2. Bendro flavonoidy kiekio nustatymas paprastyjy kieciy ekstraktuose

spektrofotometriniu metodu
3.2.1. Flavonoidy kiekio kitimas vegetacijos eigoje

Didziausias (p<0,05) flavonoidy kiekis nustatytas liepos 15d. (masinio Zydéjimo metu)
rinktoje Zaliavoje — 16,98 + 0,13 mg/g. Maziausias (p<0,05) flavonoidy kiekis nustatytas birzelio 13d.
(vegetatyvinio augimo metu) rinktoje zaliavoje — 5,08 + 0,26 mg/g. Rezultatai pavaizduoti 14 pav.

Flavonoidy kiekio kitimas vegetacijos eigoje panaSus | fenoliniy junginiy kitimo
désningumus. Liepos ménesio pradzioje (butonizacijos metu) ir liepos ménesio viduryje (zydéjimo
metu) nustatytas reikSmingas flavonoidy kiekio padidéjimas: liepos ménesio pradzioje flavonoidy
nustatyta 2,29 karto (56,28 proc.) daugiau negu birzelio ménesj, o liepos ménesio viduryje net 3,34
karto (70,07 proc.) daugiau nei birzelio ménesj (vegetatyvinio augimo metu). Rugpjicio ménesio
pradzioje (Zydéjimo metu) nustatytas reikSmingas flavonoidy kiekio sumazé¢jimas — flavonoidy kiekis

paprastyjy kieCiy zoléje nustatytas 1,96 karto (49,08 proc.) mazesnis nei liepos ménesio viduryje.
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ReikSmingas flavonoidy skirtumas nenustatytas tarp zydéjimo pabaigoje (rugpjiiio pabaigoje) ir sékly
brandos metu (rugsé€jo viduryje) rinkty paprastyjy kieciy zolés meéginiy. Rugséjo pradzioje (sékly
brandos metu) nustatytas reikSmingai didesnis (1,6 karto (37,96 proc.)) flavonoidy kiekis nei birzelio
ménesj (vegetatyvinio augimo metu). Flavonoidy kiekj lemia besikeiCiantys vegetacijos tarpsniai.
Literaturos Saltiniuose nurodoma, kad didziausias flavonoidy kiekis nustatomas zydéjimo metu, o
maziausias flavonoidy kiekis nustatomas vegetatyvinio augimo metu. Literatiros duomenimis,
flavonoidy kiekis sékly brandos metu nustatomas didesnis nei vegetatyvinio augimo metu (56). Tokie
désningumai nustatyti ir masy tyrimuose.

Flavonoidy kiekio kitimg jtakoja ne tik besikeifiantys vegetacijos tarpsniai, bet ir aplinkos
meteorologiniai veiksniai. Kaitra uzfiksuota liepos ménesio 3-6d. ir rugpjucio ménesio 3-12 d. (51). Po
Siy kaitros epizody, tame paciame vegetacijos tarpsnyje — zydéjimo metu liepos méneso viduryje ir
rugpjicio ménesio viduryje paprastyjy kieciy Zolés ekstraktuose pastebétas reikSmingas flavonoidy,
kaip ir fenoliniy junginiy, kiekiy Suolis. Po kaitros epizodo liepos ménesj flavonoidy nustatyta 1,46
karto (31,55 proc) daugiau, o rugpjiicio ménesj 1,60 karto (37,43 proc.) daugiau flavonoidy nei pries
kaitrg.

Flavonoidy, kaip ir fenoliniy junginiy, maksimumas nustatytas Zydéjimo metu. Taciau
skirtingai nei fenoliniy junginiy (jy maksimumas nustatytas rugpjicio ménesio viduryje), flavonoidy
maksimumas pasiektas liepos ménesio viduryje. Liepos ménesio viduryje nustatyta 1,23 karto (18,63

proc.) daugiau flavonoidy nei rugpjii¢io ménesio viduryje.
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14 pav. Flavonoidy kiekio (mg/g) kitimas A. vulgaris L. Zolés ekstraktuose vegetacijos eigoje birZelio

— rugséjo ménesiais (n=3), *p<0,05
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Uzsienio mokslininkai yra atlike flavonoidy kiekio tyrimy su paprastyjy kieciy zaliavomis
(zole, lapais). Egipte auganciy paprastyjy kieciy metanoliniuose zolés ekstraktuose nustatyta 7,96 +
0,76 mg/g flavonoidy (40), Bulgarijoje auganciuose — 103,7 + 0,4 mg/g flavonoidy. (53), Nepale —
100,33 *+ 1,53 mg/g flavonoidy (54). Lietuvoje vidutinis flavonoidy kiekis vegetacijos eigoje yra 11,02
+ 0,41 mg/g. Bulgarijoje, Nepale esantis flavonoidy (kaip ir fenoliniy junginiy) kiekis paprastyjy

kiec¢iy zoléje didesnis, o Lenkijoje mazesnis nei Lietuvoje rinktoje zol¢je.

3.2.2. Flavonoidy kiekio kitimas skirtinguose augalo organuose

Nustatytas didziausias (p<0,05) flavonoidy kiekis Zieduose — 16,86 = 0,83 mg/g. Zoléje
nustatyta 13,82 + 0,67 mg/g flavonoidy, lapuose — 12,96 + 0,64 mg/g. Stiebuose nustatytas reik§mingai
maziausias flavonoidy Kiekis, lyginant su kitomis morfologinémis dalimis — 0,38 £+ 0,13 mg/g.

Flavonoidy kiekis skirtingose morfologinése dalyse pavaizduotas 15 pav.

20.00

18.00 *

0 16.00
14.00 T
12.00

10.00

8.00

6.00

Flavonoidy kiekis, mg/

4.00
2.00

*

0.00

Zolé Ziedai Lapai Stiebai

15 pav. Flavonoidy kiekio (mg/g) kitimas skirtinguose A. vulgaris augalo organuose (Zolé, Ziedai,

lapai, stiebai) masinio Zydéjimo metu (n=3), *p<0,05

Tirti flavonoidy kiekio jvairavimai skirtingose paprastojo kiecio (augancio Serbijoje)
morfologinése dalyse (Zolé¢ tirta nebuvo). Nustatyta, kad flavonoidy koncentracija didziausia Zieduose,
lapuose Siek tiek maZesné nei zieduose. Maziausia koncentracija nustatyta stiebuose (56). Mokslininky
duomenys patvirtina maisy tyrimo metu gautus rezultatus ir galima teigti, kad didZiausius flavonoidy

kiekius kaupia paprastyjy kieciy ziedai.
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3.2.3. Flavonoidy kiekio kitimas skirtingose augavietése

Bendras flavonoidy kiekis varijuoja nuo 7,5 + 0,3 mg/g. iki 13,21 £ 0,63 mg/g. Vidutinis
flavonoidy kiekis 10,96 + 0,46 mg/g. Didziausias (p<0,05) flavonoidy kiekis Artemisia vulgaris L.
7olés ekstraktuose nustatytas Silutés rajone, Mingés kaime rinktoje paprastyjy kie¢iy zoléje — 13,21 +
0,63 mg/g. Maziausias (p<0,05) flavonoidy kiekis nustatytas Kupiskio mieste rinktoje paprastyjy
kie¢iy zoléje — 7,5 £ 0,3 mg/g ir AnykSCiy mieste rinktoje zol¢je — 9,69 + 0,48 mg/g. Flavonoidy

kiekio kitimas skirtingose augavietése pavaizduotas 16 pav.

Flavonoidy kiekis, mg/g
o]
8

2014.07.18 2015.07.16 2015.07.21 2015.07.23 2015.07.24 2015.07.25
Kupiskis Domeikava Mingés Klaipéda Plateliai ~ Anyks¢iai
kaimas

16 pav. Flavonoidy kiekio (mg/g) kitimas skirtingose A. vulgaris augalo augavietése (Kupiskis,
Domeikava, Mingés kaimas, Klaipéda, Plateliai, Anyksciai) (n=3), *p<0,05

3.3.  Antioksidantinio aktyvumo nustatymas ABTS ir FRAP metodais

3.3.1. Antioksidantinio aktyvumo jvairavimas paprastyjy kieciy Zolés ekstraktuose
vegetecijos eigoje

Nustatyta, kad vegetacijos eigoje antiradikalinis ir redukcinis aktyvumas atitinkamai
jvairuoja nuo 172,77 £ 4,21 pumol/g iki 622,43 + 8,52 pumol/g ir nuo 280,50 + 10,33 pmol/g iki 961,86
+ 45,48 umol/g. Didziausias (p<0,05) antiradikalinis ir redukcinis aktyvumas nustatytas masinio
zydéjimo metu liepos 15d. — 622,43 + 8,52 umol/g (antiradikalinis aktyvumas) ir 961,86 + 45,48
pmol/g (redukcinis aktyvumas). Maziausias (p<0,05) antiradikalinis ir redukcinis aktyvumas
nustatytas vegetatyvinio augimo metu birzelio 13d. — 172,77 = 4,21 pmol/g (antiradikalinis
aktyvumas) ir 280,50 + 10,33 pumol/g (redukcinis aktyvumas) (17 pav.). Butonizacijos metu (liepos
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pradzioje) ir zyd¢jimo metu (liepos viduryje) nustatytas reikSmingas antiradikalinio ir redukcinio
aktyvumo padidéjimas, lyginant su birzelio viduriu (vegetatyvinio augimo metu). Tame paciame
vegetacijos tarpsnyje (zydéjimo metu) liepos viduryje ir rugpjucio pradzioje, nustatytas reikSmingas
antiradikalinio ir redukcinio aktyvumo sumazéjimas. ReikSmingas antiradikalinis ir redukcinis
aktyvmas nenustatytas tarp Zydéjimo pabaigoje (rugpjii¢io pabaigoje) ir sékly brandos metu (rugséjo
viduryje) rinkty paprastyjy kieciy zolés méginiy. Rugséjo pradzioje (sekly brandos metu) nustatytas
reikSmingai didesnis antiradikalinis ir redukcinis aktyvumas nei birZelio ménesj (vegetatyvinio augimo
metu).

Liepos viduryje, esant didziausiam antiradikaliniam ir redukciniam aktyvumui, nustatytas
didziausias flavonoidy kiekis. Remiantis $iais duomenimis, paprastyjy kieciy zolé vertingiausia liepos

viduryje, masinio zydéjimo metu.
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17 pav. Antiradikalinio ir redukcinio aktyvumo (TE, umol/g) kitimas A.vulgaris L. Zolés

ekstraktuose vegetecijos eigoje birielio — rugséjo ménesiais (n=3), *p<0,05

3.3.2. Antiradikalinis ir redukcinis aktyvumas skirtinguose augalo organuose

Didziausias (p<0,05) antiradikalinis ir redukcinis aktyvumas nustatytas paprastyjy kieciy
lapuose — 749,54 + 5,90 umol/g (antiradikalinis aktyvumas) ir 1310,68 + 22,98 umol/g (redukcinis
aktyvumas). Zoléje nustatytas antiradikalinis aktyvumas — 555,79 + 11,30 pmol/g, redukcinis
aktyvumas — 926,65 + 10,93 pmol/g. Zieduose antiradikalinis aktyvumas nustatytas 445,99 + 545
pumol/g, redukcinis — 803,51 £+ 15,16 umol/g. MaZiausias (p<0,05) antiradikalinis ir redukcinis
aktyvumas nustatytas paprastyjy kieCiy stiebuose — tesiekia 15,58 + 0,84 pmol/g (antiradikalinis
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aktyvumas) ir 28,81 = 5,79 umol/g (redukcinis aktyvumas). Paprastyjy kieCiy lapuose nustatytas
didziausias antiradikalinis ir redukcinis aktyvumas, daug fenoliniy junginiy taip pat nustatyta lapuose.
Stiebuose nustatytas maziausias antiradikalinis ir redukcinis aktyvumas — juose nustatyti maziausi
fenoliniy junginiy ir flavonoidy kiekiai.

Antiradikalinis ir redukcinis aktyvumas skirtingose morfologinése dalyse pavaizduotas 18

pav.
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18 pav. Antiradikalinis ir redukcinis aktyvumas (TE, umol/g) A. vulgaris augalo organuose (Zolé,

Ziedai, lapai, stiebai) masinio Zydéjimo metu (n=3), *p<0,05

3.3.3. Antiradikalinio ir redukcinio aktyvumo jvairavimas paprastyjy kieciy Zolés
ekstraktuose, surinktuose is skirtingy augavieciy

Nustatyta, kad antiradikalinis ir redukcinis aktyvumas paprastyjy kie€iy zolés ekstrakuose,
surinkuose i$ skirtingy augavieciy, jvairuoja atitinkamai nuo 320,16 + 7,78 umol/g iki 573,03 + 12,06
pmol/g ir nuo 440,02 + 17,34 umol/g iki 871,56 + 28,66 umol/g. Didziausias (p<0,05) antiradikalinis
aktyvumas nustatytas Silutés rajone, Mingés kaime rinktoje paprastyjy kie¢iy Zoléje — 573,03 + 12,06
umol/g, maziausias (p<0,05) antiradikalinis aktyvumas nustatytas Anyksciy mieste rinktoje Zoléje —
325,92 + 7,47 umol/g. ir Kupiskio mieste rinktoje zoléje — 320,16 + 7,78 umol/g. DidZiausias (p<0,05)
redukcinis aktyvumas nustatytas Kauno rajone, Domeikavos kaime rinktoje Zoléje — 871,56 + 28,66
umol/g. Maziausias (p<0,05) redukcinis aktyvumas nustatytas Anyks$¢iy mieste rinktoje zoléje —
440,02 + 17,34 umol/g. ir Kupiskio mieste rinktoje Zoléje — 462, 89 + 13,53 umol/g. (19 pav.). Silutés
rajone, Mingés kaime rinktoje Zoléje nustatytas didziausias antiradikalinis aktyvumas, didziausi

fenoliniy junginiy ir flavonoidy kiekiai taip pat nustatyti Mingés kaime rinktoje Zol¢je. MaZiausias
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antiradikalinis ir redukcinis aktyvumas nustatytas Anyks¢iy mieste ir KupiSkio mieste rinktose zolése,

Siuose miestuose taip pat nustatytas maziausias kiekis fenoliniy junginiy ir flavonoidy.
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19 pav. Antiradikalinio ir redukcinio aktyvumo (TE, umol/g) jvairavimas paprastyjy kieciy Zolés

ekstraktuose, surinktuose i jvairiy Lietuvos regiony (n=3), *p<0,05

3.4. Fenoliniy junginiy nustatymas paprastyjy Kkiefiy augalinéje Zaliavoje ESC

metodu

Efektyviosios skys¢iy chromatografijos (ESC) metodas yra taikomas fenoliniy junginiy
komplekso identifikavimui, kiekybiniam jvertinimui ir dominuojaniy junginiy nustatymui (24).
Atlikus ESC analize paprastyjy kieciy Zaliavy etanoliniuose ekstraktuose nustatyti Sie junginiai: 3,5-

dikafeilchino ruigstis, chlorogeno riigstis, rutinas (20 pav.).
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20 pav. Paprastyjy kieciy Zolés etanolinio ekstrakto ESC chromatograma. 1 - chlorogeno rigstis, 2

—rutinas, 3 - 3,5-dikafeilchino riigstis

3.4.1. Fenoliniy junginiy kiekio jvairavimo nustatymas Artemisia vulgaris L. Zolés
ekstraktuose vegetecijos metu, naudojant ESC metodg

3,5-dikafeilchino ragsties Kiekis varijuoja nuo 7,46 = 0,16 mg/g iki 20,69 + 0,43 mg/qg,
Chlorogeno riigsties kiekis varijuoja nuo 5,50 £ 0,19 mg/g iki 21,09 £+ 0,77 mg/g, rutino kiekis — nuo
0,057 = 0,002 mg/g iki 2,32 £ 0,05 mg/g. Didziausias 3,5-dikafeilchino rugstis Kiekis nustatytas
rugpjicio 16d. (masinio zydéjimo metu) rinktoje zoléje — 20,63 + 0,43 mg/g. Chlorogeno rugsties
daugiausia nustatyta liepos 15d. (masinio zydéjimo metu) rinktoje zoléje — 21,09 + 0,77 mg/g. Rutino
didZiausia koncentracija nustatyta rugséjo 10d. (sékly brandos metu) — 2,32 = 0,05 mg/g. (21 pav.).

Vegetatyvinio augimo metu 3,5-dikafeilchino rtgsties randama 1,49 karto (32,82 proc.)
daugiau nei chlorogeno rigsties ir 174,46 karto (99,43 proc.) daugiau nei rutino. Butonizacijos metu
3,5-dikafeilchino rugstis taip pat dominuojanti — jos randama 1,34 karto (25,43 proc.) daugiau nei
chlorogeno ragsties ir 32,25 karto (97,00 proc.) daugiau nei rutino. Masinio Zydéjimo metu (liepos
ménesio viduryje), dominuojantis junginys tampa chlorogeno ragstis — jo randama 1,21 karto (17,30
proc.) daugiau nei 3,5-dikafeilchino ragsties ir 32,74 kartus (96,95 proc.) daugiau nei rutino.
Rugpjucio ménesj (masinio Zydéjimo metu) dominuojantis junginys vél tampa 3,5-dikafeilchino
rugstis. 3,5-dikafeilchino rtgsties Zydéjimo pabaigoje (rugpjii¢io ménesio pabaigoje) randama 2,30
karto (66,64 proc.) daugiau nei chlorogeno rugsties ir 17,87 karto (94,40 proc.) daugiau nei rutino.
Sekly brandos metu (rugséjo ménesio viduryje) 3,5-dikafeilchino rigsties ir chlorogeno riigsties
kiekiai tampa labai panasiis - chlorogeno rtigsties randama tik 1,03 karto (2,5 proc.) daugiau nei 3,5-
dikafeilchino ragsties ir 3,31 karto (69,74 proc.) daugiau nei rutino. Apibendrinant, 3,5-dikafeilchino
rugsties koncentracija beveik visame vegetacijos laikotarpyje didziausia, iSskyrus liepos vidury,
zydéjimo metu, kuomet dominuojantis junginys tampa chlorogeno riigstis, o sékly brandos metu 3,5-
dikafeilchino rugsties ir chlorogeno riigsties koncentracija supanaséja. Rutino kiekis vegetacijos
laikotarpiu vis didé¢ja, maksimuma pasiekia sékly brandos metu. Paprastyjy kieciy Zoléje chlorogeno
rugsties didziausia koncentracija randama liepos viduryje, kuomet nustatytas maksimalus bendras
flavonoidy kiekis. 3,5-dikafeilchino riigstis maksimuma pasiekia rugpjticio viduryje, kuomet nustatytas

maksimalus bendras fenoliniy junginiy kiekis.
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21 pav. 3,5-dikafeilchino riigsties, chlorogeno riigsties, rutino (mg/g) kitimas A. vulgaris Zolés

ekstraktuose vegetacijos eigoje birZelio — rugséjo ménesiais (n=3)

Bulgarijoje auganéiy paprastyjy kie¢iy zolés metanoliniuose ekstraktuose daugiausia nustatyta
chlorogeno ragsties — 1,70 = 0,10 mg/g, rutino — 0,87 = 0,06 mg/g (23), Indijoje auganciuose
paprastyjy kie¢iy lapy metanoliniuose ekstraktuose — kumarino klasés junginiy (eskuletino, skopolino)
(4). Serbijoje auganciy paprastyjy kiec¢iy metanoliniuose lapy ekstraktuose daugiausia nustatyta 3,5-
dikafeilchino rugsties — 26 £ 2 mg/g (24). Lenkijoje tirty paprastyjy kie¢iy zoléje daugiausiai aptikta p-
kumaro ragsties — 3,04 £ 0,01 mg/g (6).

3.4.2. Fenoliniy junginiy kiekio nustatymas skirtinguose augalo organuose ESC
metodu

Nustatytas reikS§mingas bioaktyviy junginiy pasiskirstymas skirtinguose A.vulgaris augalinése
zaliavose. Didziausias 3,5-dikafeilchino rugsties kiekis nustatytas paprastyjy kieciy Zoléje (20,63 +
0,43 mg/g), chlorogeno ragsties — lapuose (26,35 + 0,57 mg/qg), rutino — zieduose (2,42 = 0,05 mg/g).
(22 pav.).
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22 pav. 3,5-dikafeilchino riigsties, chlorogeno rigsties, rutino kiekio (mg/g) Kitimas skirtinguose A.

vulgaris augalo organuose (Zolé, Ziedai, lapai, stiebai) masinio Zydéjimo metu (n=3)

3.4.3. Fenoliniy junginiy kiekio kitimo nustatymas skirtingose augavietése ESC
metodu

Dominuojantis junginys paprastyjy kieciy Zol¢je, surinktoje 1§ skirtingy augavieciy masinio
zydéjimo metu, yra cholorogeno riigstis. Jos kiekis varijuoja nuo 4,64 + 0,10 mg/g iki 29,36 + 0,63
mg/g. 3,5-dikafeilchino rigsties ir rutino kiekis varijuoja atitinkamai nuo 9,74 £ 0,21 mg/g iki 26,82 +
0,58 mg/g ir nuo 0,71 + 0,02 mg/g iki 2,82 + 0,06 mg/g. Lyginant skirtingose augavietése auganciy
paprastyjy kieciy ekstraktuose kaupiamy medziagy kiekj, didziausias cholorogeno rugsties, 3,5-
dikafeilchino rtgsties, rutino kiekis nustatytas Plungés rajone, Plateliy miestelyje rinktoje paprastyjy
kie¢iy Zoléje, atitinkamai: 29,36 + 0,63 mg/g, 26,82 + 0,58 mg/g, 2,82 + 0,06 mg/g. Maziausias
chlorogeno ragsties ir 3,5-dikafeilchino rtigsties kiekis nustatytas KupiSkio mieste rinktoje zoléje:
atitinkamai 4,64 £+ 0,10 mg/g ir 9,74 + 0,21 mg/g, maZiausias rutino kiekis nustatytas Kauno rajone,

Domeikavos kaime rinktoje Zoléje (0,71 £ 0,02 mg/g).
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23 pav. 3,5-dikafeilchino rigsties, chlorogeno riigsties, rutino kiekio (mg/g) kitimas skirtingose A.
vulgaris augalo augavietése (Kupiskis, Domeikava, Mingés kaimas, Klaipéda, Plateliai, Anyksciai)
(n=3)

3.5. Koreliaciniy rySiy analizé

Koreliacijos koeficientai pavaizduoti 4 lenteléje.
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4 lentelé. Koreliacijos koeficientai

Bendras | Bendras ABTS FRAP 3,5- Chlorogeno | Rutino
fenoliniy | flavonoid (TE, (TE, dikafeilchin rugsties Kiekis,
junginiy | y kiekis, pmol/g) pumol/g) 0 rugsties kiekis, mg/g | mgl/g
kiekis, mg/g kiekis, mg/g
mg/g

Bendras

fenoliniy

junginiy 1 0,903 0,881 0,867 0,732 0,734 0,608

Kiekis,

mg/g

Bendras

flavonoidy

ciekis 0,903 1 0,816 0,804 0,700 0,736 0,451

mg/g

ABTS

(TE, 0,881 0,816 1 0,996 0,709 0,752 0,462

pmol/g)

FRAP

(TE, 0,967 0,804 0,966 1 0,754 0,772 0,468

pmol/g)

Labai stipriis tarpusavio rySiai nustatyti tarp: bendro fenoliniy junginiy kiekio ir redukcinio
aktyvumo (0,967), antiradikalinio ir redukcinio aktyvumo (0,966), bendro fenoliniy junginiy ir bendro
flavonoidy kiekio (0,903). Silpniausias tarpusavio rySys nustatytas tarp rutino ir antiradikalinio
aktyvumo (0,468), rutino ir redukcinio aktyvumo (0,468). Visos priklausomybés yra statistiSkai

reikSmingos.
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Remiantis atliktais tyrimais ir gautais koeficientais galima teigti, kad antioksidantinis
aktyvumas paprastyjy kieCiy zol¢je labiausiai priklauso nuo fenoliniy junginiy kiekio. Taigi
stipriausias antioksidantinis aktyvumas paprastyjy kieciy Zoléje vegetacijos metu biidingas masinio

zydéjimo metu, kuomet augalas kaupia daugiausia fenoliniy junginiy.

3.6.  Tyrimo rezultaty apibendrinimas

Apibendrinant atlikty tyrimy rezultatus galima teigti, kad vegetacijos eigoje fenoliniy junginiy
ir flavonoidy kiekis, antiradikalinis ir redukcinis aktyvumas kinta priklausomai nuo vegetacijos
tarpsnio: vegetatyvinio augimo metu nustatyti maziausi bioktyviy junginiy kiekiai ir Zaliavos pasizymi
silpniausiu antioksidantiniu aktyvumu, butonizacijos ir zydéjimo metu nustatytas reikSmingas
bioaktyviy junginiy ir antioksidantinio aktyvumo padidéjimas. Sékly brandos metu fenoliniy junginiy
ir flavonoidy kiekis reik§mingai didesnis nei vegetatyvinio augimo metu, nustatyti reikSmingai didesni
antioksidantinio aktyvumo jverciai. [vertinus gautus tyrimo rezultatus galima teigti, kad paprastyjy
kie¢iy zolé vertingiausia zydéjimo metu, kadangi tuomet nustatytas didziausias fenoliniy junginiy,
flavonoidy, kiekis, zolé pasizymi didziausiu antiradikaliniu ir redukciniu aktyvumu.

Paprastyjy kieCiy zaliavose nustatyti Sie junginiai: 3,5-dikafeilchino ragstis, chlorogeno
rugstis, rutinas. Rutino kiekis vegetacijos laikotarpiu didéja, maksimumg pasiekia sékly brandos metu.
Nustatyta, kad 3,5-dikafeilchino riig§tis yra dominuojantis junginys visu vegetacijos laikotarpiu,
i8skyrus zydéjimo metu, liepos viduryje, kuomet dominuojantis junginys tampa chlorogeno ragstis.
Sékly brandos metu 3,5-dikafeilchino riigsties ir chlorogeno koncentracija reiksmingai nesisikiria.

Tyrimo metu nustatyta, kad daugiausia fenoliniy junginiy ir flavonoidy paprastyjy kieciy zolé
kaupia Zieduose, taciau didziausiu antiradikaliniu ir redukciniu aktyvumu pasizymi lapai.

Ivertinus koreliacinj rysj, nustatyta stipri teigiama koreliacija tarp fenoliniy junginiy kiekio,

flavonoidy kiekio, antiradikalinio aktyvumo, redukcinio aktyvumo.
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Nustatyta, kad didziausias bendras fenoliniy junginiy kiekis yra rugpjacio viduryje (masinio
zydéjimo metu) rinktoje zaliavoje — 87,74 £ 1,66 mg/g. Maziausias fenoliniy junginiy kiekis
nustatytas birzelio viduryje (vegetatyvinio augimo metu) rinktoje zoléje — 32,44 + 1,30 mg/g.
Didziausias fenoliniy junginiy kiekis Artemisia vulgaris L. Zolés ekstraktuose nustatytas Silutés
rajone, Mingés kaime rinktoje paprastyjy kieciy zoléje — 93,12 + 1,49 mg/g.

Nustatyta, kad didZiausias flavonoidy kiekis yra liepos viduryje (masinio zydéjimo metu)
rinktoje Zzaliavoje — 16,98 + 0,13 mg/g. Maziausias flavonoidy kiekis nustatytas birzelio
viduryje (vegetatyvinio augimo metu) rinktoje zaliavoje — 5,08 =+ 0,26 mg/g. Didziausias
flavonoidy kiekis Artemisia vulgaris L. Zolés ekstraktuose nustatytas Silutés rajone, Mingés
kaime rinktoje paprastyjy kieciy zoléje — 13,21 £ 0,63 mg/g.

Istirta, kad didziausiu antiradikaliniu aktyvumu pasizymi liepos viduryje (masinio zydéjimo
metu) auganciy paprastyjy kieciy zolé — 622,43 + 8,52 pumol/g. Maziausiu antiradikaliniu
aktyvumu pasizymi birzelio viduryje (vegetatyvinio augimo metu) auganciy paprastyjy kieciy
zole — 172,77 + 4,21 umol/g. Didziausias (p<0,05) antiradikalinis nustatytas Silutés rajone,
Mingés kaime rinktoje paprastyjy kieciy zoléje — 573,03 £ 12,06 umol/g.

Istirta, kad didziausiu redukciniu aktyvumu pasizymi liepos viduryje (masinio zZydéjimo metu)
auganéiy paprastyjy kie¢iy zolé — 961,86 + 45,48 pumol/g. Maziausiu redukciniu aktyvumu
pasizymi birzelio viduryje (vegetatyvinio augimo metu) auganciy paprastyjy kieciy zolé —
280,50 + 10,33 pmol/g. Didziausias (p<0,05) redukcinis aktyvumas nustatytas Kauno rajone,
Domeikavos kaime rinktoje paprastyjy kie¢iy Zoléje — 871,56 + 28,66 umol/g.

Atlikus ESC analizg paprastyjy kieciy Zaliavy etanoliniuose ekstraktuose nustatyti Sie junginiai:
3,5-dikafeilchino rugstis, chlorogeno riigstis, rutinas. Nustatyta, kad daugiausia 3,5-
dikafeilchino riig§ties yra rugpjiicio ménes] (masinio Zydé¢jimo metu) rinktoje Zoléje — 20,63 +
0,43 mg/g. Chlorogeno riigsties daugiausia nustatyta liepos ménesj (masinio zydéjimo metu)
rinktoje zol¢je — 21,09 + 0,77 mg/g. Rutino didziausia koncentracija nustatyta rugs€jo meénesj
(sékly brandos metu) — 2,32 + 0,05 mg/g. Didziausias 3,5-dikafeilchino rtgsties Kkiekis
nustatytas paprastyjy kieciy zoléje (20,63 + 0,43 mg/g), chlorogeno rugsties — lapuose (26,35 *
0,57 mg/g), rutino — zieduose (2,42 + 0,05 mg/g).
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5. PRAKTINES REKOMENDACIJOS

IStyrus paprastyjy kieciy Zolés ekstraktus vegetacijos metu galima teigti, kad kad paprastyjy
kie¢iy zol¢ vertingiausia zydéjimo metu, kadangi tuomet nustatytas didziausias fenoliniy junginiy
kiekis, flavonoidy kiekis, zolé pasizymi didziausiu antiradikaliniu ir redukciniu aktyvumu.

Tikslinga atlikti tolimesnius tyrimus, siekinat iSsiaiskinti daugiameciy fenoliniy junginiy kiekio
ir antioksidantinio aktyvumo jvairavimus vegetacijos laikotarpiu, bei palyginti su misy tyrimo metu
gautais rezultatais. Taip pat buty tikslinga nustatyti, kaip vegetacijos laikotarpiu kinta paprastyjy kieciy

zolés fenoliniy junginiy kiekis ir antioksidantinis aktyvumas, priklausomai nuo hidrometeorologiniy

salygu.
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