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SANTRAUKA

7. Leonaités magistro baigiamasis darbas/ moksliné vadové prof., dr. Lina Raudoné; Lietuvos
sveikatos moksly universiteto, Medicinos akademijos, Farmacijos fakulteto, Farmaciniy technologijy
institutas. - Kaunas.

Darbo pavadinimas: kar¢iyjy kieciy zaliavy (lot. Artemisia absinthium L.) fenoliniy junginiy
ir antioksidantinio aktyvumo tyrimai.

Tyrimo tikslas: nustatyti Lietuvoje auganciy karciyjy kieciy (Artemisia absinthium L.),
surinkty skirtingose augavietése, fenoliniy junginiy kieki éminiy ekstraktuose ir jvertinti jy
antioksidacinj aktyvumg.

Tyrimo uZdaviniai: parinkti tinkamiausig ekstrahavimo tirpiklj kar¢iyjy kie€iy augalinei
zaliavai; nustatyti bendrg fenoliniy junginiy kiekj kar¢iyjy kie¢iy lapuose, stiebuose, zieduose ir Zol¢je
spektrofotometriniu Folin-Ciocalteu metodu; jvertinti karciyjy kieciy lapy, stieby, ziedy ir zolés
antiradikalinj aktyvuma ABTS metodu ir redukcinj aktyvuma FRAP metodu; istirti individualius
fenolinius junginius, kar¢iyjy kieciy lapuose, stiebuose, zieduose ir zol¢je, efektyviosios skysciy
chromatografijos metodu.

Tyrimo objektas ir metodai: karciyjy kieciy Zaliavos, surinktos i§ 14-likos skirtingy Lietuvos
Dzikijos etnografinio regiono viety 2018 metais liepos ir rugpjiicio ménesiais. Bendras fenoliniy
junginiy kiekis augalinéje zaliavoje jvertintas spektrofotometriniu Folin-Ciocalteu metodu,
antioksidantinis aktyvumas nustatytas FRAP ir ABTS metodais. Individualiis fenoliniai junginiai
nustatyti efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu.

Tyrimo rezultatai ir iSvados: didziausias fenoliniy junginiy kiekis (173,49 + 5,82 mg GRE/g,
p<0,05) nustatytas vaistinés augalinés zaliavos ekstraktuose, ekstrahentu naudojant 70% (V/V) etanol;.
Lietuvoje natiiraliai auganciy karCiyjy kie€iy (4.absinthium L.) vaistinéje zaliavoje vidutiniSkai yra
randama 23,90 + 0,49 mg GRE/g fenoliniy junginiy. Daugiausia fenoliniy junginiy nustatyta karciyjy
kieciy zieduose — 29,97 + 0,79 mg GRE/g (p<0,05). FRAP metodu nustatytas vidutinis redukcinis
aktyvumas — 63,93 + 3,78 umol TE/g, o ABTS metodu jvertintas antiradikalinis — 72,77 + 11,07 umol
TE/g. Stipriausias antioksidacinis aktyvumas nustatytas FRAP ir ABTS metodais yra A.absinthium
zieduose, atitinkamai — 87,23 + 4,87 umol TE/g, 100,73 + 3,95 umol TE/g. Visose tirtose kar¢iyjy kieciy
etanolinése iStraukose identifikuoti 5 fenoliniai junginiai: 3,4-dikafeoilchino, 3,5-dikafeoilchino, 4-O-
kafeoilchino rugstys, chlorogeno ir neochlorogeno riigStys. Daugiausiai nustatyta 3,5-dikafeoilchino
rugsties, kurios kiekis augalo organuose varijuoja nuo 439,507 + 54,17 pg/g (p<0,05, stiebuose) iki
6769,923 + 478,71 pg/g (p<0,05, lapuose).
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SUMMARY

7. Leonaité final master’s thesis/ research supervisor prof., dr. Lina Raudon¢; Lithuanian
University of Health Sciences, Academy of Medicine, Faculty of Pharmacy, Institute of Pharmaceutical
Technology. — Kaunas.

Title: research on phenolic compounds and antioxidant activity of wormwood (Artemisia
absinthium L.) raw material.

The aim of the research: to investigate the amount of total phenolic compounds in sample
extracts of wormwood (Artemisia absinthium L.) growing in Dzukija Ethnographic region locations in
Lithuania and evaluate their antioxidant activity.

The objectives of the research: select the most suitable extraction solvent for the wormwood
plant material; to determine the amount of total phenolic compounds in wormwood leaves, stems,
flowers and herb by Folin-Ciocalteu spectrophotometric method; to evaluate antioxidant activity using
ABTS method and reducing activity using FRAP method of wormwood leaves, stems, flowers and herb;
to investigate individual phenolic compounds in wormwood leaves, stems, flowers and herb by high
performance liquid chromatography.

Object and methods: wormwood raw materials collected from 14 different locations in
Lithuania’s Dzukija Ethnographic region locations in July and August 2018. The content of total
phenolic compounds in plant extracts determined by Folin-Ciocalteu spectrophotometric method.
Antioxidant activity were determined by FRAP and ABTS methods. Individual phenolic compounds
were determined by high performance liquid chromatography.

Results and conclusions: the highest amounts of total phenolic compounds (173.49 + 5.82 mg
GRE / g) were determined in the extracts of wormwood with 70% ethanol as extractant. On the average,
23.90 £ 0.49 mg GRE / g phenolic compounds were determined in the wormwood (4. absinthium L.) in
Lithuania. The highest amount of total phenolic compounds was determined in the sample of wormwood
flowers — 29.97 + 0.79 mg GRE / g (p <0.05). The FRAP method determined the average of reducing
activity —63.93 £ 3.78 umol TE / g. The radical scavenging activity was evaluated by the ABTS method
—72.77 £ 11.07 umol TE / g. The strongest antioxidant activities were determined by FRAP and ABTS
methods in 4. absinthium flowers, — 87.23 + 4.87 umol TE / g, 100.73 & 3.95 umol TE / g, respectively.
5 phenolic acids were identified in all ethanolic extracts of wormwood: 3,4-dicaffeoylquinic, 3,5-
dicaffeoylquinic, 4-O-caffeoylquinic acids, chlorogenic and neochlorogenic acids. The highest amount
of 3,5-dicaffeoylquinic acid is found in different plant organs and varies from 439.507 = 54.17 ug/ g (p
<0.05, in stems) to 6769.923 + 478.71 pug/ g (p <0.05, leaves).
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SANTRUMPOS

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

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 (II) redukcijos antioksidaciné galia (angl. Ferric reducing antioxidant power);
GAE - galo riigsties ekvivalentai (angl. gallic acid equivalents);

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;



8

IVADAS

Kartusis kietis (lot. Artemisia absinthium L.) — astriniy Seimos (Asteraceae) Zolinis,
daugiametis, aromatinis, vaistinis augalas, augantis visoje Lietuvos teritorijoje, taciau daznesnis
pietin¢je dalyje [1, 2]. D¢l plataus biologinio aktyvumo, nuo seno A. absinthium buvo vertinama ir
naudojama liaudies medicinoje [3]. Tradicin¢je liaudies medicinoje vaistin¢ Zaliava naudojama kaip
virS§kinimg gerinanti, apetitg skatinanti, pilvo plitimg mazinanti, tulzies iSskyrima skatinanti priemoné
[4, 5]. Pagal eteriniy aliejy kiekj kar¢iyjy kieciy augalinés zaliavos kokybe reglamentuoja Europos
farmakopéja. Augalinéje Zzaliavoje randamas eterinis aliejus pasizymi antihelmetinémis,
antiparazitinémis ir antiseptinémis savybémis [3, 6, 7]. Kar¢iyjy kie¢iy eteriniame aliejuje yra randamas
biciklinis monoterpenas — tujonas, kuris turi insekticidinj ir fungicidini poveiki prie§ kenkéjus [6].
Literattiros duomenys rodo, kad kartieji kieciai kaupia ne tik eterinj aliejy, bet ir nemazai kitos cheminés
prigimties junginiy. Didele dalj sudaro fenoliniai junginiai, tokie kaip flavonoidai ir fenolinés riigstys.
Fenoliniai junginiai pasizymi prieSuzdegiminiu, antimikrobiniu, antibakteriniu, prie§véZziniu ir
antivirusiniu poveikiu [6, 8]. Kar¢iyjy kieCiy bioaktyviy junginiy kokybinio ir kiekybinio profilio
variacijos nattraliose augavietése yra labai placios. Fenoliniy junginiy vidutiniskai yra nustatoma nuo
18,14 mg GAE/g iki 194,9 mg GAE/g, priklausomai nuo geografinés padéties [9, 10]. Platus ir
individualiy fenoliniy junginiy profilis. Moksliniuose tyrimuose nustatyta: tanino rtgsties, vanilino
rugsties, ferulo riigsties, rozmarino rugsties, chlorogeno ir neochlorogeno rugsties, 3,5-dikafeilchino
rugsties ivairis kiekiai [7, 11, 12]. Atlikty in vivo ir in vitro tyrimy metu buvo istirta, jog A. absinthium
L. Zolé pasizymi stipriu antioksidaciniu aktyvumu, su kuriuo susij¢s fenoliniy junginiy ir flavonoidy
buvimas [12, 13]. Antioksidantai yra cheminés medZziagos, kurios apsaugo nuo laisvyjy radikaly sukelty
oksidaciniy pazeidimy, todél kartieji kieciai yra puikus natiiraliy antioksidanty Saltinis [13].

Kartieji kie€iai natiiraliai auga ir placiai paplite pietinéje Lietuvos dalyje [2]. Lietuvoje
daugiausia buvo atlikta karciyjy kie¢iy (4. absinthium L.) kaupiamy eteriniy aliejy cheminés sudéties ir
toksiskumo tyrimai, taciau nepavyko rasti duomeny apie Lietuvos klimato saglygomis natitiraliai auganciy
karciyjy kieciy fenoliniy junginiy sudétj bei jy pasiskirstyma skirtinguose augalo organuose [14, 15].
Karciyjy kie¢iy fenoliniy junginiy tyrimy stoka Lietuvoje skatina atlikti tyrimus, kuriy metu biity
palyginti fenoliniy junginiy kiekiai, skirtingose Artemisia absinthium L. Zaliavy morfologinése dalyse
(lapuose, stiebuose, zieduose, zol¢je) bei skirtingose augavietése. Taip pat néra atlikti antioksidacinio
aktyvumo tyrimai su karciyjy kie€iy Zaliavomis, todé¢l tikslinga jvertini antiradikalinj ir redukcinj
aktyvumg. Gauti tyrimy rezultatai padés nustatyti individualius fenolinius junginius karciyjy kieciy
augalinése zaliavose, jvertinti kiekiy désningumg atsizvelgiant j skirtingas augalo dalis ir augavietes.
Suteiks naujos ir aktualios informacijos vertinant Zaliavy kokybg ir padés uztikrinti racionaly natiiraliyjy

resursy panaudojimag
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Sio darbo tikslas nustatyti Lietuvoje auganéiy kardiyjy kie¢iy (Artemisia absinthium L.),
surinkty skirtingose augavietése, fenoliniy junginiy kieki éminiy ekstraktuose ir jvertinti jy

antioksidacinj aktyvumg.
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DARBO TIKSLAS IR DARBO UZDAVINIAI

Darbo tikslas — nustatyti Lietuvoje auganciy kar¢iyjy kieCiy (Artemisia absinthium
L.), surinkty skirtingose augavietése, fenoliniy junginiy kiekj éminiy ekstraktuose ir jvertinti jy
antioksidacinj aktyvumg.

Darbo uZdaviniai:

. Parinkti tinkamiausig ekstrahavimo tirpiklj karc¢iyjy kie€iy augalinei zaliavai.
. Nustatyti bendra fenoliniy junginiy kiekj kar¢iyjy kieCiy lapuose, stiebuose, Zieduose ir Zoléje
spektrofotometriniu Folin-Ciocalteu metodu.
. Ivertinti kar¢iyjy kieciy lapy, stieby, ziedy ir Zolés antiradikalinj aktyvuma ABTS spektrofotometriniu
metodu.
. Ivertinti karCiyjy kieCiy lapy, stieby, ziedy ir zolés redukcinj aktyvuma FRAP spektrofotometriniu
metodu.
. Nustatyti individualius fenolinius junginius, karéiyjy kieciy lapuose, stiebuose, zieduose ir Zol¢je,

efektyviosios skysciy chromatografijos metodu.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Kiecio (Artemisia L.) genties taksonominé jvairové, paplitimas

Kiecio gentis yra viena didziausiy astriniy Seimos genciy [1]. Artemisia gentis pavadinta
Artemides, Graikijos skaistybés ir gimdymo deiveés vardu. Artemisia gentis pasizymi dideliu geografinio
pasiskirstymo spektru ir buveiniy jvairove, todeél yra kilusi ir paplitusi Europoje, jskaitant ir visoje
Lietuvos teritorijoje, taciau daZnesné pietin¢je dalyje [1, 4]. KiecCio genties augaly galima rasti
Laplandijoje, Siaurés ir piety Amerikoje, Naujojoje Zelandijoje [4]. Kiecio genties paplitimas pasaulyje

pavaizduotas 1 paveiksléelyje [16].

1 pav. Artemisia genties paplitimas [16]

Gentis pasizymi didziuliu ekologiniu plastiSkumu: rusys yra iSsidésciusios nuo juros lygio
platumy iki auksty kalny bei nuo sausringy zony iki pelkiy [6]. Artemisia gentyje yra apie 500 rusiy i8
ju 11 r@Siy auga Lietuvoje. Populiariausios ir labiausiai paplitusios yra: diemedis (4. abrotanum),
kartusis kietis arba pelynas (4. absinthium), dirvoninis (4. campestris), vaistinis kietis arba peletriinas
(A. dracunculus) ir paprastasis kietis (4. vulgaris) [6, 17]. Karciyjy kieciy taksonominé hierarchija
pavaizduota 1-oje lenteléje.

1 lentelé Taksonominé hierarchija

Karalysté Augalai - Plantae

Skyrius Induociai - Tracheophyta

Klasé Magnolijainiai - Magnoliopsida

Poklasis AsteraziedzZiai - Asteranae

Eilé Astrieciail - Asterales

Seima Astriniy - Asteraceae

Gentis Kietis - Artemisia L.

Rusis Kartusis kietis - Artemisia absinthium L. [6].
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Kiecio rusys auginamos dél jy sidabriskai Zalios lapijos ir dél aromatiniy, kulinariniy ir vaistiniy
savybiy. Pastaraisiais metais mokslininkai ir farmacijos pramoné¢ daug démesio skyré¢ Sios genties
fitocheminiams ir biologinio poveikio tyrimams, kuriy metu buvo rasta naujy cheminiy junginiy ir
tikrinamas jy terapinis potencialas bei 3alutinis poveikis. Siy bioaktyviyjy junginiy veiksmingumo
bandymai padés sukurti naujus augalinius vaistus, skirtus pagerinti Zmoniy sveikatg. Tod¢l daroma
prielaida, kad kiecio gentis galéty biiti perspektyvus vystymosi Saltinis mirtiny ligy, tokiy kaip AIDS,
vézys, Sirdies ir kraujagysliy bei inksty ligy gydymo strategijoms kurti [16].

1.2. Karciyju kieCiu (Artemisia absinthium L.) augavietés, paplitimas ir

morfologiniai poZymiai

Kartusis kietis (2 pav.) (lot. Artemisia absinthium L.) — astriniy (Asteraceae Bercht. & J.Presl )
Seimos Zolinis, daugiametis, vaistinis aromatinis augalas [1]. Jis minimas beveik visose Ryty ir Vakary

pasaulio vaistazoliy knygose bei yra aprasytas visy Europos Saliy farmakopéjose [6, 18].

2 pav. Kartusis kietis (lot. Artemisia absinthium L.) [19]

Kartieji kieciai natiiraliai auga lauky ar uoly Slaituose, zemumose ar jkalnése, sausame smelyje
ar dirvozemyje, dykvietése, pakelése, pésciyjy taky bei lauky pakraSciuose [11, 20]. Labiausiai tose
vietose, kuriose yra daugiausiai $viesos [11, 21]. Augalas labiausiai paplitgs Europoje, Siaurés Afrikoje,
Kanadoje bei Siaurés Amerikoje [22]. Vaistiné augalin¢ Zaliava — naturaliai auganciy Zoliniy augaly,
karciyjy kieciy, zyd¢jimo metu surinkta ir i8dZiovinta Zol¢. Renkama masinio Zyd¢jimo metu — nuo
liepos iki rugséjo ar spalio ménesio [4, 20]. Kartieji kieciai auga nuo 40 iki 150 cm aukscio [4]. Tai
sidabrigkai zalios spalvos Zolinis augalas. Saknys daugiametés, i§ kuriy iskyla $akoti, tvirti, lapiniai
stiebai. Stiebai vos briaunuoti, lapuoti, prie pamato sumed¢j¢. Stiebo lapai prazanginiai, 2-3 kartus

plunksniskai suskaidyti su balksvais Silkiniais plaukeliais, pilkai sidabriski. Stiebai ir lapai apauge
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baltais plaukeliais. VirSutine lapo pus¢ - pilkSvai Zalsva, o apatiné — pilkai sidabriska. Lapo ilgis iki 10
cm. Ant virSutiniy stiebo Sakeliy iSsidést¢ smulkis 2,5-4 mm geltonos spalvos graizai. Graizai nusvirg,
prisisegg prie 1 ar 2 dengiamyjy lapeliy. Graiza sudaro iSoriniai, smulkiis vamzdiski piesteliniai ziedai,
vidiniai piltuviski — dvily¢iai Ziedai. Ziedynai mazdaug 3 mm skersmens, nulinke, rutuliski graizai,
sukrauti ant trumpy Sakuciy | vienaSales kekes, kurios sudaro Sluotele. Visi ziedai vamzdiski, geltoni,

smulks, taurelés néra. Vainikéliai Sviesiai geltonos spalvos [1, 6, 23].

1.3. Kardiuju kie€iu (Artemisia absinthium L.) augaliniy Zaliavy: lapu, Zieduy,

Zolés, stieby kaupiamos veikliosios medziagos

Mokslininky atlikti kar¢iyjy kieciy fitocheminiai tyrimai rodo, kad augalinéje zaliavoje gausu
biologiskai aktyviy junginiy [6]. Daugiausiai nustatyta fenoliniy junginiy, tokiy kaip — flavonoidai,
fenolinés riigstys, kofeilchino rigstys, taninai, kumarinai. Taip pat aptinkama riebaly rugsciy,
angliavandeniy, baltymuy, steroliy, acetileny ir eteriniy aliejy [6, 8].

Fenoliniai junginiai — nattiralios fitocheminés medziagos, randamos daugelyje Zoliniy augaly.
Sie junginiai turi didele fiziologing reikime augaluose [24]. Labiausiai kar&iuosiuose kie¢iuose paplite,
natiiraliis biologiSkai aktyvis junginiai, tokie kaip fenoliai ir flavonoidai yra svarbiis augaly antriniai
metabolitai, pasizymintys savybémis, kurios turi jtakos augalinio maisto i§vaizdai, kvapui, skoniui bei
kokybei [8, 24]. Atliktuose tyrimuose nustatyta, kad didZiausias kiekis fenoliniy junginiy yra randamas
karciyjy kieciy lapuose [25].

Fenolinés rugstys. RiigStys gali buti suskirstytos i dvi grupes pagal savo struktiira:
hidroksibenzenkarboksi ir hidroksicinamono riigstys [26]. Dominuojancios hidroksicinamono riagstys
A.absinthium Zaliavoje yra chlorogeno rugstis, kavos riigstis, ferulo riigstis, sinapo rugstis ir p-kumaro
riigstis. Hidroksibenzenkarboksi — vanilino riigstis, salicilo riigstis, p-hidroksifenolio ragstis. Sios
fenolinés rugstys lemia karciyjy kie¢iy prieSuzdegiminj terapinj poveikj [6].

Flavonoidai. Jie priklauso natiiraliy medziagy grupei su skirtingomis fenolinémis strukttiromis.
Placiai paplit¢ augaluose ir yra pagrindiné biologiSkai ir chemiskai jvairi antriniy metabolity grupe [27].
Jy gausu jvairiuose vaisiuose, darzovese, griduose, Zieveje, arbatoje, vyne. Taip pat didziausi kiekiai
aptinkami vaistiniy augaly Saknyse, stiebuose bei zieduose [28]. Vyraujantys flavonoidy junginiai
kar¢iuosiuose kieciuose dazniausiai yra rutinas, kvercetinas ir kiti flavonoidiniai glikozidai, jskaitant
kvercitin-3-O-d-gliukozida, izokercitring, kvercitin-3-O-ramnogliukozida, izorhamnetin-3-gliukozida,

izorhamnetin-3-O-ramnogliukozida [6].
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stearino ragsciy [29].

Riebaly ruagstys. Pagrindinés riebaly riigStys aptinkamos karciyjy kieciy zoléje yra linolo (44,8
proc.) ir oleino (30 proc.) riigStys. Taip pat gausu palmitino riigSties, arachidono ragsties, laurino,

Amino rugstys. Kazachstane atliktame tyrime, kar¢iyjy kie€iy Zzaliavoje buvo nustatyta
dvidesimt amino ruigsciy, 18§ kuriy daugiausia - glutamato, aspartato ir alanino [29].

Makro- ir mikroelementy sudétis. Mikroelementai ir makroelementai yra bitini gyviesiems
organams. Norint uztikrinti normalig gyvenimo veikla 4.absinthium pelenuose buvo nustatyti aStuoni

makro- ir mikroelementai — kalis, magnis, kalcis, gelezis, cinkas, varis, natris ir manganas [29].
Eteriniai aliejai. Viena i§ svarbiausiy karciyjy kieCiy kaupiamyjy veikliyjy medziagy yra
eterinis aliejus, kuris iSgaunamas i$ augaliniy liauky — trichomy. Karciyjy kieCiy eterinio aliejaus
chemin¢ sudétis lemia augalo chemotaksonomija [30]. Eterinio aliejaus kiekis augalo Zaliavoje priklauso
nuo karciyjy kie€iy geografinés kilmés. Europos regionuose didZiausias kiekis eterinio aliejaus buvo
nustatytas Tunise — 1,10 — 1,46 proc., o Graikijoje iSeiga gauta 0,31 proc. [4]. Kartieji kieCiai auginami
skirtinguose regionuose, turi skirtingg eteriniy aliejy sudéti. Lietuvoje auginamy karéiyjy kieciy
eteriniuose aliejuose gausu tujony ir trans-sabinil acetato [2]. Tadzikistane pagrindiniai aliejaus
komponentai — mircenas ir cis-chrizanteno acetatas [31]. Tunise iStirto eterinio aliejaus kiekis karc¢iyjy

kieciy zaliavose buvo didesnis zieduose (2,98 proc.) nei lapuose (1,87 proc.) [25].

Taciau karciyjy kie¢iy augalin¢je zaliavoje nustatomas ne tik skirtingas eterinio aliejaus kiekis,

bet ir skirtinga jy spalva. Atliekant dziovintos zaliavos hidrodistiliacija gaunamas tamsiai meélynos
spalvos eterinis aliejus. O aliejus, iSskirtas i$ dziovinty lapy ir Zydin¢iy ziedy, gaunamas nuo tamsiai
zalios iki rudos ar rusvai zalios spalvos. Aliejaus spalva priklauso nuo karciyjy kie€iy chemingés sudéties
— azuleno dariniy [4]. Karciyjy kie€iy eteriniame aliejuje yra randamas biciklinis monoterpenas —

tujonas, kuris yra vienas i$§ pagrindiniy komponenty, nulemianciy eterinio aliejaus biologines toksines

savybes [3, 7]. Karciyjy kieciy Zaliavoje yra abi izomerinés formos: a-tujonas (3 pav.) ir B-tujonas (4
pav.) [32]. Taciau pastarojo koncentracija yra didesné, nei a-tujono [4].

CHs CHs
H :
O H 0
HsC CHs HsC CHs
3 pav. a-tujonas

4 pav. p-tujonas
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Be bicikliniy monoterpeny yra randama ir monocikliniai monoterpenai — 1,8 cineolis (5 pav.)

ir p-cimenas (6 pav.) [16].

H,C HsC CHg
@CHS
CH,
CHs
5 pav. 1,8 cineolis 6 pav. p-cimenas

I acikliniy monoterpeny daugiausiai nustatyta — linalolio (7 pav.) [16].

HO
A =
7 pav. Linalolis

De¢l didelés lakiyjy terpeny koncentracijos esancios lapuose ir zieduose eterinis aliejus turi
stipry aromatinj kvapa [30]. Zolés kartus skonis ir astrus kvapas priklauso nuo terpenoidy ir
sekviterpeniniy laktony, esanciy augalo ekstraktuose. Pagrindinés cheminés medziagos, kurios sukelia
karty skonj, yra — absintinas (8 pav.), anabsintinas (9 pav.), anabsinas (10 pav.) [33]

OH :
ALOH A% LOH A F on
( \.»-{ //’ al's) A~ J}j

LA ' o L /—(‘ \ /)
ST L ST ~ 7Y
0 11; 0 8 0 I
8 pav. Absintinas [33] 9 pav. Anabsintinas [33] 10 pav. Anabsinas [33]

Aukstos kokybés karciuosiuose kiec¢iuose turéty biiti ne maziau kaip 0,2% triterpeninio laktono
(absintino ) [18].

Aliejy antioksidacinis aktyvumas taip pat priklauso nuo zaliavos kokybiniy charakteristiky,
kurias lemia tokie veiksniai kaip koncentracija, temperatiira, Sviesa, substrato raisis ir fiziné sistemos
biisena [31]. Karciyjy kieciy eterinio aliejaus i$skyrimui dazniausiai yra naudojami Sie metodai:
hidrodistiliacija (HD), mikrobangy ekstrahavimas be tirpikliy (SFME), dujy chromatografija (GC), dujy
chromatografija-masiy spektrometrija (GC / MS) [6, 33].

Grynas karciyjy kieciy aliejus yra labai nuodingas, taciau tinkamas jo vartojimas nekelia jokio
pavojaus [29]. Amerikos augaliniy produkty asociacija (AHPA) nurodo, kad karciyjy kieCiy Zolés

negalima vartoti labai ilgg laika, taip pat yra kontraindikuotina néStumo ar Zindymo metu [34]. Taciau
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del biologiskai aktyviy medziagy — tujony, vartojant §j augalg yra tikimybé jo perdozuoti, nes per didelé
karCiyjy kieCiy dozé gali sukelti vémima, traukulius, atminties netekima, silpnaprotiSkuma,
haliucinacijas, akluma ar kitus CNS pakitimus [4, 35]. Biitent veiklioji medziaga — tujonas sukelia
haliucinogeninj poveikj. Salutinis poveikis gali pasireiksti neritmingu kvépavimu, putojimu burnoje ir
inksty nepakankamumu. Yra teigiama, kad $is poveikis pastebimas tik panaudojus karciyjy kieciy aliejy

[6].

1.4. Fenoliniy junginiy savybés ir ekstrakcija

Fenoliniai junginiai dél antioksidacinio aktyvumo pasizymi antikarcinogeninémis,
antimikrobinémis, antivirusinémis, antimutageninémis savybémis. Labai svarbi fenoliniy junginiy
savybé — jy geb¢jimas oksiduotis, veikiant fermentams (polifenoloksidazei, peroksidazei). Veikiant oro
deguoniui, Sarminéje aplinkoje, esant intensyviam apSvietimui, oksidacija greitéja. Gebé¢jimas
oksiduotis priklauso nuo OH grupiy skaiciaus ir jy i§sidéstymo. Did¢jant OH grupiy skaiciui, oksidacija
geré¢ja, taciau orto padéties OH grupés oksiduojasi greiiau nei p-padéties [36]. Dél fenoliniams
junginiams biidingy skirtingy poliskumo, riig§tingumo savybiy, hidroksiliniy grupiy ir aromatiniy ziedy
skaiCiaus turi buiti parenkami skirtingi optimizuoti specifiniai ekstrakcijos metodai [12]. Iprasti
ekstrakcijos procesai, tokie kaip Sildymas, virimas gali buti naudojami fenoliniams junginiams iSgauti.
Taciau naudojant jprastinius ekstrakcijos metodus atsiranda trukumy, tokiy kaip: fenoliniy junginiy
praradimas dél oksidacijos, hidrolizés, jonizacijos ir ilgas ekstrahavimo laikas [12]. Ekstrakcijos trukmés
optimizavimui ekstrakcijos procesas skatinamas mikrobangomis, ultragarsu ar purtykl¢je. Jie yra
nebrangts, paprasti ir efektyviis palyginus su tradiciniais ekstrakcijos metodais.

Ekstrahavimas organiniais ar neorganiniais tirpikliais yra pagrindinis metodas, naudojamas
fenoliniams junginiams ekstrahuoti [37]. Pagrindiniai parametrai, turintys jtakos fenoliniy junginiy
kiekiui, yra ekstrahavimo laikas, temperatira, ekstrakcijy pakartojimy kiekis bei tirpiklio tipas. Butent
ekstrahenty, tokiy kaip vanduo, acetonas, etilo acetatas, alkoholiai (metanolis, etanolis ir propanolis) ir
Jju mi$iniy pasirinkimas turés didziausig jtaka ekstrahuoty fenoliy iSeigai [38]. Ghafoori, H. atliktame
tyrime buvo parinkta tinkamiausia metanolio koncentracija 4. absinthium ekstrakcijai atlikti. DidZiausia
fenoliniy junginiy iSeiga gauta naudojant 75% metanolj, maZziausia — iSgrynintag vandenj [37].
Craciunescu O. karciyjy kieciy ekstrakcijai pasirinko 70% etanolin;j tirpikli [11]. Singh R. palygino
vandeninius, 95% etanolinius ir chloroforminius karCiyjy kieCiy ekstraktus, i§ kuriy etanoliniai

ekstraktai pasizyméjo gausiausiu kiekiu fenoliniy junginiy, o chloroforminiai ekstraktai — maziausiu [8].
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Tikslinga parinkti optimalias salygas ekstrakcijai atlikti, nes fenoliniy junginiy ekstrakcijos
procesas yra svarbus zingsnis norint iSgauti biologiskai aktyvias medziagas i§ augalinés Zaliavos pries§

atliekant analize [12, 38].

1.5. Karciuju kieCiy (Artemisia absinthium L.) farmakologinés savybés ir

panaudojimas

Augaly biologinis aktyvumas daZnai susijes su antioksidaciniu aktyvumu. Aromatiniai ir
vaistiniai augalai yra natiiraliy antioksidanty Saltinis [7]. Kinijos tyrinétoja Tu Youyou 2015 metais
laime¢jo Nobelio premijg uz vaistg, kurj ji sukiir¢ maliarijai gydyti panaudodama karc¢iyjy kieciy Zole¢
[29]. Todé¢l iSaugo didelis susidomé¢jimas §ig augaling zaliava pritaikyti medicinos ir farmacijos
pramonéje, vaistiniy preparaty bei maisto papildy gamyboje. Si rusis gali biiti tinkama priemoné
tolesniems tyrimams, kuriant naujus antioksidantus bei juos panaudojant farmacijos pramonéje [25].

Maisto ir gérimy pramonéje. Sveicarijoje, XIX a. pradzioje, kar¢iyjy kieéiy Zolé buvo pradéta
naudoti maisto pramong¢je spiritinio gérimo — absento gamyboje. Jis tapo vienu populiariausiu spiritiniu
gérimu Europoje ir buvo vadinamas ,,Zaligja féja®, veikian¢ia centring nervy sistema [4]. Dél savo
karciyjy ir aromatiniy savybiy, $iais laikais Sio augalo ekstraktai yra placiai naudojami kaip kvapiosios
medZiagos maisto pramon¢je, gaminant alkoholinius gérimus, tokius kaip vynas, vermutas bei kitus
karciuosius spiritinius gérimus. Taip pat yra pritaikomas gaminant gaiviuosius gérimus ir kai kuriuos
maisto produktus, ypa¢ konditerijos gaminiuose ir desertuose [31].

Zemés iikyje. Kartieji kietiai atpaZjstami dél bidingo specifinio astraus kvapo, todél jj galima
fungicidinj poveikj [6]. Todé¢l ekologingje zemdirbystéje karciyjy kieciy vandeniné suspensija
naudojama kovai su skruzdélémis, vikSrais, Kolorado vabalais ir amarais [30]. Taip pat gali biti
panaudojama tragSy pramonéje siekiant uzkirsti kelig piktzoliy augimui, nes karciyjy kieciy Saknys
iSskiria medziagas, kurios slopina aplinkiniy augaly augima [39, 40].

Medicinoje. Karciyjy kieCiy augaliné¢ Zzaliava nuo seno naudojama tradicinéje liaudies
medicinoje. Jau egiptieCiai 4. absinthium vartojo kaip antiseptika, tonizuojantj vaistg, priemon¢ nuo
kar§¢iavimo ir menstruacijy skausmo. Viduramziais augalas buvo naudojamas kaspinuoc¢iams naikinti.
Paracelsas skatino naudoti profilaktikai nuo juros ligos [41]. Liaudies medicinoje kar¢iyjy kieciy zaliava
buvo zinoma kaip apetitag didinanti, virSkinimg gerinanti, pilvo ptitima slopinanti, tulzies i$skyrima
skatinanti priemoné [4, 41]. Ekstraktai buvo naudojami kaip raumeny atpalaidavimo priemoné, turéjo
$velny raminamaji poveikj ir buvo taikomi nerimui, psichologiniam i§sekimui ir depresijai gydyti [4,

25]. Vienas i8 populiariausiy karc¢iyjy kie¢iy Zolés panaudojimy yra arbatos uzpilas. Rekomenduojama
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2 g dziovintos zolés uZzpilti 150 ml verdancio vandens ir palaikyti 5 minutes. Tuo remiantis per dieng
bty galima iSgerti 22 puodelius arbatos nevirSijant nustatytos toksinés ribos [32]. Remiantis literatiiros
duomenimis arbatos uzpilas skiriamas vartoti esant apetito praradimui, dispepsiniams negalavimams,
tokiems kaip nedideli virskinimo trakto spazmai, viduriy pttimas ir tulzies taky funkciniams
sutrikimams gydyti [41].

Kai kurios karciyjy kie¢iy augalo dalys yra naudojamos ruosiant skystus preparatus odos zaizdy
gydymui, nudegimams, sumuSimams, burnai skalauti ar opoms gydyti [11, 42]. Europos medicinos
agentira ir augaliniy vaisty komitetas rekomenduoja karciyjy kie¢iy zole naudoti apetito skatinimui,
esant létiniam gastritui, sergant kepeny ligoms, gelta ir diabetu [41]. Maisto papildai, j kuriy sudétj jeina
karCiyjy kieCiy augaliné¢ Zzaliava, stiprina imuniteta, sumazina oksidacinius pazeidimus Igsteliy
membranos lipidams bei baltymams [8]. Karciyjy kie¢iy zaliavoje esantys fenolio ir flavonoidy junginiai
yra nattrallis antioksidantai, turintys antimutageniniy, kardioprotekciniy savybiy [31]. Nustatyta, kad
kartieji kiec¢iai be antimaliarinio aktyvumo, turi ir prieSvezinj poveikj. Pasaulyje vyksta daug jvairiy
tyrimy su $iuo vaistiniu augalu, siekiant itirti jo prieSveézinj poveikj. Robertas Jay R. Rowenas 2002 m.
moksliniame straipsnyje teigé, kad kieciy zolé ,,gali biiti saugi, netoksisSka ir nebrangi komplementari
priemoné kriities véZiu ir leukemija sergantiems pacientams* [6]. Tradiciniai kiny medicinos specialistai
karc¢iyjy kie€iy augalus naudoja gydant iimin¢ dizenterija, vézj ir neurodegeneracines ligas [43, 44].
Italijoje ir Tunise kartieji kieciai daznai naudojami maliarijos kar§¢iavimui mazinti t. y. pasizymi
anipiretiniu poveikiu [35]. Irane tradiciskai §j augalg naudoja leukemijai ar sklerozei gydyti [9, 37].
Turkijos liaudies medicinoje vaistiné augaliné¢ zaliava naudojama kaip diuretikas, antihelmetiné
priemoné ar skrandzio skausmui slopinti [45]. Etnofarmakologiné literatira dokumentuoja Zolés
panaudojimg Pakistane kaip kepeny uzdegima maZinancia, atmintj gerinanc¢ig ir padedanciag atstatyti
blogéjancig psiching biiseng priemong [25].

Eteriniy alieju panaudojimas. Augaliniai eteriniai aliejai turi platy biologinio aktyvumo
spektra, nes cheminiai ingredientai gali veikti jvairiais buidais [6]. IS karCiyjy kieciy zaliavos iSskiriamas
eterinis aliejus pasizymi prieSuzdegiminémis, antimikrobinémis, antihelmetinémis, antiseptinémis,
antiparazitinémis savybémis [3 ,4, 30]. Augaly aliejus gali biiti naudojamas kaip Sirdies stimuliatorius,

siekiant pagerinti kraujotaka [6].

1.6. Oksidacinis stresas ir antioksidacinis aktyvumas

Laisvieji deguonies radikalai (ROS) lengvai sukelia oksidacinius pazeidimus jvairioms
biomolekuléms, jskaitant baltymus, lipidus, lipoproteinus ir DNR. Pazeidimai daZniausiai atsiranda dél

iSoriniy veiksniy poveikio veikiamos zmogaus odos. Veiksniai, kurie turi daugiausiai jtakos audiniy
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pazeidimams, yra spinduliuote, rikymas, terSalai, pesticidai [11]. Baltymy, DNR molekuliy ir lipidy
oksidaciniai pazeidimai yra susij¢ su létinémis degeneracinémis ligomis, iskaitant katarakta, vézj,
reumatoidinj artritg ir koronaring Sirdies ligg [46, 47]. Oksidacinis stresas apibiidinamas kaip reaktyviyjy
deguonies riiSiy ir natiiraliy antioksidanty pusiausvyros sutrikimas biologinése sistemose, dél kurio
pazeidziamos makromolekulés [6]. Si biisena, kuomet makromolekulés patiria oksidacinius pazeidimus,
vadinama oksidaciniu stresu. Bitent jis yra susijes su laisvyjy radikaly, tokiy kaip superoksidas,
hidroksilas, hidroperoksilas, poveikiu audiniuose [13].

Antioksidantai yra cheminés medZziagos, kurios apsaugo nuo laisvyjy radikaly sukelty
oksidaciniy pazeidimy [13]. Visi aerobiniai organizmai, jskaitant Zmones, turi antioksidanty apsauga,
apsaugancig organizma nuo oksidaciniy pazeidimy, atsiradusiy del oksidacinio streso bei kitos zalos
molekuléms ir lgsteléms [46, 48]. Yra zinoma keletas sintetiniy antioksidanty junginiy, tokiy kaip
butilintas hidroksitoluenas (BHT) ir butilintas hidroksianizolis (BHA), kurie paprastai naudojami
perdirbtuose maisto produktuose, taCiau jie sukelia daug nepageidaujamy reakcijy [48]. Fenoliniai
junginiai taip pat veikia kaip antioksidantai chelatuojant metalo jonus ir taip neleidziant susidaryti
laisviesiems radikalams bei papildo antioksidacing endogening sistemg [13]. Manoma, kad tokios
fenolinés medziagos kaip flavonoliai, cinamono rugstys, kumarinai ir kavos rtgsties dariniai turi
antioksidaciniy savybiy, kurios gali atlikti svarby vaidmenj saugant lasteles ir organus nuo oksidacinés
degeneracijos [6]. Epidemiologiniais tyrimais paremtos rekomendacijos teigia, kad vaisiai, darzovés ir
maziau perdirbti maisto produktai uztikrina geriausig apsauga nuo ligy, kurias sukelia oksidacinis
stresas. Nustatyta, kad vaisiy sultyse, Saltuose ir kar§tuose gérimuose yra didelis kiekis antioksidanty,
tokiy kaip polifenoliai, vitaminas C, vitaminas E [49].

Karciyjy kieCiy ekstraktai pasizymi stipriu antioksidaciniu aktyvumu [12]. Ypac dideliu
antioksidaciniu potencialu pasizymi jy lapai [16]. In vivo ir in vitro tyrimy metu buvo nustatyta, jog A.
absinthium L. Zol¢je randami fenoliniai junginiai ir flavonoidai susij¢ su antioksidaciniu aktyvumu [13].
Oksidacinis stresas turi jtakos ligy ir medziagy apykaitos sutrikimy etiologijoje, todél antioksidantai turi

teigiamg poveikj palaikant sveikata ar ligy prevencija [39].

1.7. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas

Antioksidacinio aktyvumo nustatymui gali biiti pritaikyti jvairis analitiniai metodai, kurie yra
skirstomi ] tris kategorijas: spektrofotometrinius, elektrocheminius metodus, chromatografinius.
DaZniausiai antioksidaciniam aktyvumui nustatyti vaistin¢je augalinéje Zaliavoje, moksliniuose

tyrimuose yra naudojami spektrofotometriniai metodai: FRAP, ABTS, DPPH, CUPRAC ir kiti [49].
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DPPH  ((2,2-difenil-1-pikrilhidrazil-hidratas))  kolorimetriniu ~ metodu  nustatomas
antioksidacinis aktyvumas. Kai DPPH reaguoja su vandenilio donoru, vyksta elektrony mainai, kuriy
metu gaunamas violetinis tirpalas. Reakcija vyksta matuojant absorbcijos pokycius esant 520 nm bangos
ilgiui [49].

Redukcinio aktyvumo nustatymui naudojamas FRAP spektrofotometrinis metodas. Sis
metodas yra pagristas gelezies geb¢jimu redukuotis i$ trivalencio gelezies jono (Fe3+) i dvivalent]
gelezies (Fe2+) jong ir sudaryti mélynos spalvos kompleksa. Si reakcija yra stebima matuojant
absorbcijos pokyc€ius esant 593 nm bangos ilgiui [39].

Antiradikalin; aktyvumg galima jvertinti ABTS spektrofotometriniu metodu, kuriuo yra
nustatomas laisvyjy radikaly suriSimas [37]. ABTS metodas yra kolorimetrinis tyrimas, kurio metu
ABTS radikalas patiria spalvos sumazéjima, kai yra antioksidanty [39]. Metodo metu jvertinamas
pradiniy junginiy ir reakcijos produkty antiradikalinis aktyvumas [37]. Vienas i§ pagrindiniy parametry
antioksidaciniy junginiy jvertinimui yra tirpiklio poveikis. Skirtingy poliarizacijy tirpikliy pasirinkimas
gali turéti poveikj antioksidacinéms reakcijoms [47].

CUPRAC metodu jvertinant antioksidacinj aktyvumag ekstraktai sumaiSomi su CuSO, ir
neokuproinu. Po 30 minuciy absorbcija iSmatuojama esant 450 nm bangos ilgiui. Tyrime Cu (II)
redukuojamas j Cu (I) veikiant elektronus skleidZiantiems antioksidantams [49].

Antioksidanty aktyvumui jvertinti tiiri biti naudojamas ne vienas, bet keli skirtingi analitiniai
in vitro metodai, kurie padéty tiksliau ir kokybiSkiau jvertinti antioksidanty kiekj vaistinéje augalinéje
zaliavoje [50]. Ivairiis in vitro metodai, naudojami antioksidantiniam aktyvumui jvertinti, funkcionuoja
skirtingais veikimo mechanizmais. Todé¢l nustatant keliais metodais galima jvertinti bioaktyviy junginiy

skirtingus antioksidacinio poveikio mechanizmus [51].



2.

2.1. Tyrimo objektas

Karciyjy kieciy (lot. Artemisia absinthium L.) zaliavos, surinktos i§ 14-ikos skirtingy Lietuvos
Dzikijos etnografinio regiono viety 2018 metais rugpjicio meénesj (1 lentel¢). Augalin¢ Zaliava buvo
renkama masinio Zydéjimo metu, jvairiose augavietése: pievose, misSke, pakelése, pievoje prie upés,
toliau nuo gyvenamuyjy ir pramoniniy objekty. Skirtingose vietovése surinkti augaliniy zaliavy méginiai
buvo suskirstyti i lapus, ziedus, stiebus, zole. Skirtingos augalo zaliavos, dziovintos kambario
temperatiiroje, gerai védinamoje patalpoje, apsaugotoje nuo tiesioginiy saulés spinduliy ir drégmés.

I8dziovinti lapai, stiebai, zZiedai ir Zol¢ laikyta popieriniuose maiseliuose, identiSkomis salygomis kaip

ir dziovinta.
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TYRIMO METODIKA

2 lentelé. Karciyjy kieliy Zaliavos rinkimo vieta, vietoviy koordinatés

2018m.

Karciyjy kieciy zaliavy rinkimo vieta | Koordinatés Augimo vieta
Siaurés platuma | Ryty ilguma

Varénos rajonas, Milioniskés kaimas Pakelé

2018m. 54°11 24°22

Varénos rajonas, Salovartés kaimas 54014¢ 24999 Pieva prie pakelés

2018m.

Varénos rajonas, Dubininko kaimas 54°05' 24°16' Miskas

2018m.

Varénos rajonas, PuvoCiy kaimas 54°06' 24°18' Miskas

2018m.

Varénos rajonas, Senosios Varénos 54014 24037 Pieva prie upés

kaimas 2018m.

Varénos rajonas, Varénos miestas 54013 24034 Smeélinga pieva

2018m.

Varénos rajonas, Manciagirés kaimas 54007" 24097" Smé¢létas miskas prie

2018m. pakelés

Varénos rajonas, Ziury kaimas 54°08' 2494 Pieva prie pakelés

2018m.

Varénos rajonas, Trasininky kaimas 54°06' 24°16' Smélinga pieva

2018m.

Varénos rajonas, Kasciiny kaimas 54906 24°16 Smeélinga pieva
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Varénos rajonas, Kasétos kaimas 54906 24920 Pieva
2018m.

Varénos rajonas, Gudeliy kaimas 54°05' 24°09" Pakelé
2018m.

Varénos rajonas, Merkin¢ kaimas 54°09" 24°11" Pakelé
2018m.

Varénos rajonas, Perlojos kaimas 54012 24995" Pieva prie upés
2018m.

2.2. Tyrimo reagentai

Etanolis (96,3 proc. V/V) (AB ,,Stumbras*, Kaunas, Lietuva), Folin-Ciocalteu fenolio reagentas
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs, gveicarij a), natrio karbonatas (Carl Roth, Karlsruhe, Vokietija),
galo riigSties monohidratas (,,Sigma-Aldrich‘‘, Honkongas, Kinija), ABTS (2,2'-azino-bis-3-
etilbenzotiazolino-6-sulfoniné ruigstis, ,,Alfa Aesar*, Masaciusetsas, JAV), kalio persulfatas (,,Sigma-
Aldrich Chemie GmbH®, Steinheim, Vokietija), Trolox® (troloksas) 6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilchroman-2-karboksiliné riigstis (Fluka, Seelze, Vokietija), natrio acetato trihidratas (Scharlau,
Ispanija), acto riigitis (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs, Sveicarija), vandenilio chlorido rigstis
(,,Sigma-Aldrich Chemie GmbH®, Buchs, Sveicarija), acetonitrilas (,,Sigma-Aldrich®, Steinhemas,
Vokietija), TPTZ (2,4,6-tripiridil-striazinas, Carl Roth, Karlsruhe, Vokietija), gelezies (III) chlorido
heksahidratas (Vaseline-Fabrik Rhenania, Bonn, Vokietija).

2.3. Tyrimui naudota aparatura

Vaistin¢ augaliné zaliava susmulkinta elektroniniu maltin¢liu (Binatone, Jungtiné¢ Karalyste).
Zaliavos svertos elektroninémis svarstyklémis ,,Sartorius AG“ (Gotingen, Vokietija). Pagaminti
ekstraktai buvo purtomi automatingje purtykleje ,,JIKA®KS* 130 Basic, (IKA-WERKE, Vokietija).
Centrifugavimas atliktas naudojant ,,SIGMA3-18KS*. Spektofotometriniams tyrimams (bendro
fenoliniy junginiy kiekio, redukcinio aktyvumo FRAP metodu, antioksidacinio aktyvumo ABTS metodu
nustatymams) naudotas spektofotometras ,,Spectronic CamSpec” (Garfortas, Jungtiné Karalysté).
Kokybin¢ ir kiekybiné fenoliniy junginiy analizé atlikta panaudojant chromatografa ,,Water 2695
Alliance” (Waters, Milfordas, JAV) su fotodiody matricos detektoriumi Waters 2998 (Waters,
Milfordas, JAV).
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2.4. Tyrimy metodika

2.4.1. Tiriamojo ekstrakto gamyba

Vaistinés augalinés zaliavos (4. absinthium L.) dalys: lapai, stiebai, Ziedai, Zol¢ susmulkinami
elektroniniu maliinéliu. RuoSiamas tiriamasis ekstraktas: atsveriama 0,25g susmulkintos maltos
zaliavos, suberiama ] tamsaus stiklo 30 ml buteliuka, uzpilama 25 ml 70% (V/V) etanoliniu tirpalu
(1:100). Paruosti ekstraktai sudedami j automating purtykle ir ekstrahuojami purtant 15 min. Gauti
ekstraktai filtruojami pro sudrékintg distiliuoto vandens popierinj filtrg i tamsaus stiklo buteliukus ir
sandariai uzdaromi, zenklinami. Buteliukai laikomi tamsioje vietoje, apsaugotoje nuo tiesioginiy saulés

spinduliy.

2.4.2. A. absinthium Zaliavy ekstrakty bendro fenoliniy junginiy Kkiekio

nustatymas Folin-Ciocalteu metodu

Nustatant bendra fenoliniy junginiy kiekj galo riigSties ekvivalentais etanoliniuose karc¢iyjy
kieciy ekstraktuose, buvo naudojamas Folin-Ciocalteu kolorimetrinis metodas. Pirmiausia paruosSiamas
darbinis reagentas. Motininis Folin-Ciocalteu (FC) reagentas 10 karty praskiedziamas iSgrynintu
vandeniu (1 dalis reagento ir 9 dalys distiliuoto vandens), taip gaunamas darbinis FC reagentas. Po to
paruoSiamas 7,5% natrio karbonato tirpalas. Atsveriama 18,75 g natrio karbonato, kuris yra tirpinamas
250 ml matavimo kolboje ir pripilama iSgryninto vandens iki Zymés. Pagamintus etanolinius zaliavy
ekstraktus matavimams Folin-Ciocalteu metodu reikia skiesti i§grynintu vandeniu 20 karty (1 dalis
ekstrakto ir pridéti 19 daliy vandens).

Folin-Ciocalteu metodika. Imama 200 pl tiriamojo ekstrakto tirpalo ir sumaiSoma su 1000 pl
darbiniu FC reagentu, dedama 800 pl 7,5% natrio karbonato tirpalo. Gautas miSinys sumaiSomas ir 1
valanda laikomas tamsoje, kambario temperatiiroje. Palyginamasis kalibravimo tirpalas ruoSiamas
paimant 200 pl ekstrakcijai pasirinkto 70% etanolio tirpiklio, sumaiSomas su 1000 pl darbiniu FC
reagentu ir dedama 800 pl natrio karbonato tirpalo. Spektofotometras nukalibruojamas esant 765 nm
bangos ilgiui ir i§matuojama miSinio absorbcija. Suminis fenoliniy junginiy kiekis iSreiskiamas galo
rugsties ekvivalentu (GAE) gramui Zaliavos, kuris apskai¢iuojamas pagal formule:

GAE =cXxV /m,mg/g
C — galo rigsties koncentracija mg/ml nustatyta is kalibracinés kreives,
V — ekstrakto tiris,

m — tikslus atsvertas Zaliavos kiekis gramais.
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Galo ragsties standartiniy tirpaly gamyba ir kalibracinés kreivés sudarymas

Galo raigsties kalibraciniy tirpaly gamyba. 1 mg galo rtigsties tirpinamas 10 ml matavimo
kolboje ir pripilama 40% etanolio tirpiklio iki Zymés. Gaunama 0,1 mg/ml galo riigsties koncentracija.
Gauta koncentracija skiedziama du kartus ir gaunama 0,05 mg/ml, taip atitinkamai gaunami visi 5 galo
rugsties koncentracijy tirpalai: 0,1 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,025 mg/ml, 0,0125 mg/ml, 0,00625 mg/ml.

Metodika. Imama 200 pl galo riigSties standartinio tirpalo (visy 5 skirtingy koncentracijy)
sumaiSoma su 1000 pl darbiniu Folin-Ciocalteu reagentu ir dedama 800 pl 7,5% natrio karbonato tirpalo.
Gautas miSinys sumaiSomas, laikomas 1 valandg tamsoje, kambario temperatiiroje. Spektrofotometras
nukalibruojamas esant 765 nm bangos ilgiui ir iSmatuojama miSinio absorbcija. Suminis fenoliniy
junginiy kiekis iSreiskiamas galo riigSties ekvivalentu (GAE) gramui zaliavos.

Galo riigsties kalibracing kreivé pavaizduota 12 paveiksle.

y =12.752x-0.0545
R?=0.9994
1.4

1.2

0.8

0.6

Absorbcija

0.4

0.2

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
Galo rugsties koncentracija, mg/ml

12 pav. Galo rigsties kalibraciné kreivé

2.4.3. ABTS metodas antiradikalinio aktyvumo nustatymui

Siekiant jvertinti 4.absinthium zaliavy ekstrakty antioksidacinj aktyvuma, buvo naudojamas
laisvyjy radikaly suriSimo ABTS metodas. Pirmiausia paruoSiamas 2mM koncentracijos motininis
ABTS reagentas. Atsveriama 0,0548 g 2,2, -azino-bis-(3- etilbenzotiazolino-6-sulfono) riigsties milteliy
ir iStirpinama 50 ml igryninto vandens tamsaus stiklo buteliuke, apsaugotame nuo tiesioginiy saulés
Sviesos spinduliy. | gautg tirpalg pridedama 0,0095 g kalio persulfato milteliy. MiSinys sumaiSomas ir
paliekamas tamsoje 16 valandy. Po 16 valandy ruos$iamas darbinis ABTS tirpalas praskiedZiant motininj
tirpalg iSgrynintu vandeniu iki 0,800 absorbcijos vienety esant 734 nm bangos ilgiui. Kaip palyginamasis

tirpalas naudojamas iSgrynintas vanduo.
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ABTS metodika. Imama 3 ml darbinio ABTS tirpalo ir pridedama 20 pl tiriamojo ekstrakto.
MiSinys laikomas tamsoje, kambario temperatiiroje 1 valandg. Kaip palyginamasis tirpalas naudojamas
iSgrynintas vanduo. Spektrofotometru iSmatuojama miSinio absorbcija esant 734 nm bangos ilgiui.
Laisvyjy radikaly suri§imo geba iSreiSkiama standartinio antioksidanto trolokso ekvivalentais (TE)
gramui zaliavos. Apskai¢iuojama pagal formule:

TE(ABTS) = c¢ XV /m;umol/g

¢ — trolokso koncentracija (umol/L), nustatyta is kalibracinés keivés;
V — ekstrakto tiris (ml),

m — tikslus atsvertas Zaliavos kiekis (g).

Trolokso standartiniy tirpaly gamyba ir kalibracinés kreivés sudarymas

Trolokso kalibraciniy tirpaly gamyba. Pirmiausia apsiskai¢iuojama, kiek gramy trolokso
milteliy reikés atsisverti, norint pagaminti 5 skirtingy koncentracijy tirpalus trolokso kalibracinei
kreivei. Apskai¢iuojama pagal formule:

¢ =m(g)/M(g/mol) X V(L)
C — tirpalo koncentracija (mol/l);
m — medziagos masé (g),
V — tirpalo tiris (L),
M — moliné masé (g/mol).

2 mg trolokso milteliy tirpinama 10 ml matavimo kolboje ir pripilama 96% etanolio tirpiklio
iki zymés. Gaunama 800 pmol/l trolokso koncentracija. Sita koncentracija skiedziama du kartus ir
gaunama 400 pmol/l, taip atitinkamai gaunami visi 5 trolokso koncentracijy tirpalai: 800 umol/l; 400
pumol/l; 200 pmol/I; 100 pmol/l; 50 pmol/l.

Metodika. Imama 20 pl trolokso standartiniy tirpaly (visy 5 skirtingy koncentracijy) sumaiSoma
su 3 ml darbiniu ABTS tirpalu. Gautas miSinys sumaiSomas, laikomas 1 valanda tamsoje, kambario
temperatiiroje. Palyginamasis tirpalas naudojamas iSgrynintas vanduo. Spektrofotometras
nukalibruojamas esant 734 nm bangos ilgiui ir iSmatuojama miSinio absorbcija. Laisvyjy radikaly
suriSimo geba iSreiSkiama standartinio antioksidanto trolokso ekvivalentais (TE) gramui zaliavos.

Trolokso kalibraciné kreivé pavaizduota 13 paveiksle.
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13 pav. Trolokso kalibraciné kreivé

2.4.4. FRAP metodas redukcinio aktyvumo nustatymui

Norint jvertinti 4.absinthium zaliavy redukcinj aktyvuma buvo naudojamas FRAP metodas.
Pirmiausia paruoSiami Sie reagentai:
300 mM acetatinis buferis: atsveriama 3,1 g natrio acetato, suberiama j 1000 ml matavimo kolba, jpilama
16 ml ledinés acto rugsties ir skiedziama iSgrynintu vandeniu iki Zymés (ph=3,6).
10 mM 2,4,6-Tri(2-pyridyl)-s-triazino tirpalas: j 50 ml iSgryninto vandens jpilama 0,1695 ml
koncentruotos druskos rigsties. Gautame 40 mM druskos riigsties tirpale tirpinami atsverti 0,1562 g
TPTZ milteliai. Gaunamas 10 mM TPTZ tirpalas.
20 mM gelezies (III) chlorido heksahidrato tirpalas: atsveriama 0,2703 g gelezies (III) chlorido
heksahidrato ir iStirpinama 50 ml i§gryninto vandens.
Darbinis FRAP reagentas ruoSiamas visus tris reagentus sumaisant santykiu 10:1:1 (10 daliy acetatinio
buferio, 1 dalis TPTZ tirpalo ir 1 dalis gelezies (III) chlorido heksahidrato tirpalo).

FRAP metodika. Imama 3 ml darbinio FRAP reagento ir pridedama 20 pl tiriamojo ekstrakto.
MiSinys laikomas tamsoje, kambario temperatiiroje 1 valandg. Palyginamasis tirpalas ruoSiamas taip pat,
tik vietoje ekstrakto dedama tirpiklio — i§gryninto vandens. Spektrofotometru iSmatuojama misinio
absorbcija esant 593 nm bangos ilgiui. Redukcinio aktyvumo galia iSreiSkiama standartinio
antioksidanto trolokso ekvivalentais (TE) gramui zaliavos. Apskai¢iuojama pagal formulg:

TEFRAP = ¢ XV /m;umol/g

¢ — trolokso koncentracija (umol/L), nustatyta is kalibracinés keivés;
V — ekstrakto tiris (ml),

m — tikslus atsvertas Zaliavos kiekis (g).
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Trolokso standartiniy tirpaly gamyba ir kalibracinés kreivés sudarymas

Trolokso kalibraciniy tirpaly gamyba. Pirmiausia apsiskai¢iuojama kiek gramy trolokso
milteliy reikés atsisverti, norint pagaminti 5 skirtingy koncentracijy tirpalus trolokso kalibracinei
kreivei. Apskai¢iuojama pagal formule:

¢ =m(g)/M(g/mol) X V(L)
C — tirpalo koncentracija (mol/l);
m — medziagos masé (g),
V — tirpalo tiris (L),
M — moliné masé (g/mol).

0,015 g trolokso milteliy tirpinama 10 ml matavimo kolboje ir pripilama 96% etanolio tirpiklio
iki zymés. Gaunama 6400 pumol/l trolokso koncentracija. Sita koncentracija skiedziama du kartus ir
gaunama 3200 pumol/l, taip atitinkamai gaunami visi 5 trolokso koncentracijy tirpalai: 6400 pumol/I;
3200 pmol/l; 1600 pmol/l; 800 umol/l; 400 umol/I.

Metodika. Imama 20 pl trolokso standartiniy tirpaly (visy 5 skirtingy koncentracijy) sumaiSoma
su 3 ml darbiniu FRAP reagentu. Gautas miSinys sumaiSomas, laikomas 1 valanda tamsoje, kambario
temperatiiroje. Palyginamasis tirpalas ruoSiamas taip pat, tik vietoje pagaminty skirtingos koncentracijos
tirpaly dedamas tirpiklis. Spektrofotometras nukalibruojamas esant 593 nm bangos ilgiui ir iSmatuojama
miSinio absorbcija. Redukcinio aktyvumo galia iSreiSkiama standartinio antioksidanto trolokso
ekvivalentais (TE) gramui zaliavos.

Trolokso kalibraciné kreivé pavaizduota 14 paveiksle.
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2.4.5. A. absinthium zaliavy ekstraktuy fenoliniu junginiy kiekybinés sudéties

nustatymas ESC metodu.

Water €2695 Alliance sistema su fotodiody matricos detektoriumi Waters 2998 buvo
panaudota chromatografiniam tyrimui. Skirstymui panaudota ACE analitin¢ kolonéle (C18, 150 mm x
4,6 mm 3 pm). Tékmés greitis 0,5 ml/min, injekcijos turis 10 pl. Gradientiné eliucija buvo sudaryta i$
A eliuento (0,05 proc. trifluoracto riigstis) ir B eliuento (acetonitrilas) pagal gradiento kitima: 0-5 min
— 12 proc. tirpiklis B, 5-50 min — 12-30 proc. tirpiklis B, 50-51 min — 30-90 proc. tirpiklis B, 51-56
min — 90 proc. tirpiklis B, 57 min — 12 proc. tirpiklis B.. Chromatografiniy smailiy identifikavimas

atliktas pagal analités ir pamatinés medziagos sulaikymo trukme ir UV spektro ypatumus.

2.5. Tyrimo duomeny analizé

Duomeny analiz¢ buvo atlikta naudojant Sias kompiuterines programas: ,,Microsoft Word
20207, Microsoft Excel 2020 ir ,,SPSS Statistics 23 (,,IBM*, JAV). Apskaiciuoti trijy pakartojimy
aritmetiniai vidurkiai ir standartiniai nuokrypiai. Kiekinés sudéties jvertinimui apskaiciuoti variacijos
koeficientai. StatistiSkai reikSmingi skirtumai tarp palyginamyjy duomeny buvo jvertinti taikant
vienfaktoring analiz¢ ANOVA. vertinimui pasirinktas Tukey kriterijus. StatistiSkai reikSmingas
skirtumas laikomas, jeigu p<0,05. Statistiniy duomeny koreliaciniy rysiy jvertinimui buvo naudotas
Spirmeno koreliacijos koeficientas (r). Hierarchinés klasterinés analizés metodas pritaikytas

dendrogramy sudarymui. Reik§mingumuo lygmuo o=0,05.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Tirpiklio koncentracijos nustatymas augalinés Zaliavos ekstrakcijai

Moksliniais tyrimy duomenimis nustatyta, kad didesnis fenoliniy junginiy kiekis
iSekstrahuojamas naudojant alkoholinj ekstrahenta [8, 11]. Kariyjy kieciy etanoliniai ekstraktai
pasizymi didesniu antioksidaciniu aktyvumu, palyginti su vandeniniais ar chloroforminiais ekstraktais
[8].

Siekiant nustatyti ir iStirti efektyviausig bei optimaly etanolinj tirpiklj karCiyjy kieciy
ekstraktams pagaminti, naudojami skirtingy koncentracijy tirpikliai. Ekstrahavimui naudojamas
iSgrynintas vanduo ir jvairios 40%, 60%, 70%, 80%, 96% etanolio koncentracijos. Vandeniniame ir
skirtingy koncentracijy etanoliniuose ekstraktuose esantis bendras fenoliniy junginiy kiekis nustatytas

Folin-Ciocalteu metodu. (15 pav.).
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15 pav. Bendras fenoliniy junginiy kiekis (mg/g) A. absinthium ekstraktuose, naudojant iSgrynintq
vandenj ir skirtingos koncentracijos etanolio ir vandens miSinius (n=3); skirtingos raidés Zymi
statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp tirty ekstrakty (p<0,05)

Remiantis gautais duomenimis nustatyta, kad maziausia fenoliniy junginiy iSeiga gauta, kai
ekstrakcijai naudojamas iSgrynintas vanduo (69,43 + 2,57 mg GRE/g) ir 40% (V/V) koncentracijos
etanolinis tirpiklis (71,82 + 4,80 mg GRE/g) (p<0,05). Didziausias fenoliniy junginiy kiekis (173,49 +
5,82 mg GRE/g) nustatytas vaistinés augalinés zaliavos ekstraktuose, ekstrahentu naudojant 70% (V/V)
etanolj. Gautus rezultatus patvirtina moksliniai literatiros duomenys, dé¢l Sios priezasties 70% etanolis
yra tinkamiausias organinis ekstrakcijos tirpiklis biologiskai aktyviy fenoliniy junginiy iSgavimui [11].
Todel 70% koncentracijos etanolinis tirpiklis pasirinktas tolimesniems tyrimams atlikti bei ekstraktams

ruosti.
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3.2. Bendro fenoliniy junginiy kiekio nustatymas, Lietuvoje auganciy

karciyjy kieciy (4. absinthium L.) éminiuose

Fenoliniy junginiy kokybiné ir kiekybiné¢ sudétis augalinéje zaliavoje priklauso nuo: vidiniy
(genties, riisies, genetiniy faktoriy) ir iSoriniy (klimato sglygy, cheminés dirvozemio sudéties, rinkimo
ir laikymo salygy) veiksniy, ekstrahavimo bei analizés metody [36, 52]. Nagrin¢jant moksling literatiirg
pastebéta, kad néra pakankamai duomeny bei atlikty fitocheminiy tyrimy apie Lietuvoje natiraliai
auganciy karciyjy kieciy fenoliniy junginiy pasiskirstymo désningumus skirtinguose augalo organuose
ar skirtingose augavietése. Todé¢l atlikti tyrimai suteikia daugiau informacijos apie karciyjy kie€iy
fenoliniy junginiy kiekiy svyravimus skirtinguose augalo organuose. Taip pat galimyb¢ nustatyti

individualius fenolinius junginius ir jvertinti antioksidacinj aktyvuma.

3.2.1. Fenoliniy junginiy kiekio nustatymas skirtinguose augalo organuose

Atliktas tyrimas, kurio metu nustatytas bendras fenoliniy junginiy kiekis skirtinguose augalo
organuose masinio zydé¢jimo metu. Lietuvoje natiraliai auganciy karCiyjy kieciy (A.absinthium L.)
vaistingje zaliavoje vidutiniskai yra 23,90 + 0,49 mg GRE/g fenoliniy junginiy. Nepalo mokslininkai
yra atlikg fitocheminius tyrimus su paprastyjy kie¢iy (4.vulgaris L.) augaline zaliava, kurioje fenoliniy
junginiy iSeiga (86,62 + 0,04 mg GRE/g) yra 3,6 karto didesné nei 4.absinthium éminiuose [53]. Bendras
fenoliniy junginiy kiekio jvairavimas skirtinguose Artemisia absinthium L. augaliniy zaliavy: lapy,

ziedy, Zolés, stieby éminiuose pavaizduotas 16 paveiksle.
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16 pav. Fenoliniy junginiy kiekis (mg/g) skirtinguose A. absinthium augalo organuose (Zolé, lapai,
stiebai, Ziedai) masinio Zydéjimo metu; skirtingos raidés Zymi statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp
tirty ekstrakty (p<0,05)
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Daugiausia fenoliniy junginiy nustatyta kar¢iyjy kieciy zieduose — 29,97 + 0,79 mg GRE/g,
atitinkamai panaSus kiekis nustatytas lapuose — 28,27 + 0,52 mg GRE/g, statistiSkai reikSmingai
mazesnis kiekis aptinkamas Zol¢je — 23,22 + 0,39 mg GRE/g. Maziausia fenoliniy junginiy iSeiga gauta
karciyjy kieciy stieby éminiuose — 13,99 + 0,27 mg GRE/g (p<0,05). Lyginant kitose Salyse tirty kar¢iyjy
kiec¢iy fenoliniy junginiy kiekius, Tunise tirtuose Zolés ekstraktuose buvo nustatyta vidutiniskai — 99,89
mg GAE/g fenoliy [7]. Turkijoje nustatyta 6,57 pg GAE/mg fenoliniy junginiy [45]. Rumunijoje
natiiraliai auganciuose karc¢iyjy kie¢iy éminiuose nustatyta — 18,14 mg GAE/g fenoliniy junginiy [10].
Iranas i$ visy Saliy pasizyméjo gausiausiu fenoliniy junginiy kiekiu 4.absinthium L. zieduose, lapuose
ir stiebuose — 194,9 mg GAE/g [9]. Atliktuose moksliniuose tyrimuose pastebéta, kad didziausias kiekis
fenoliniy junginiy yra nustatomas karciyjy kieciy augalinés zaliavos lapuose, o Siek tiek maZesnis
zieduose [25]. Miisy atliktame tyrime bendras fenoliniy junginiy kiekis zieduose tik 5,67 % didesnis,
nei lapuose ir 46,68 % didesnis nei stiebuose. Visos nustatytos reikSmés yra statistiSkai reikSmingos
p<0,05. Bendrg fenoliniy junginiy kiekj pasaulio Salyse lemia skirtingos klimatinés ir edafinés salygos,

todé¢l gauti tyrimy duomenys i$ skirtingy Saliy yra nevienodi.

3.2.2. Karc€iyju KkieCiy fenoliniu junginiy Kkiekio Kkitimas skirtingose

morfologinése augalo dalyse, surinktose i$ skirtingy augavieciy

Apskaiciuotas variacijos koeficientas, kuris parodo fenoliniy junginiy kiekinés sudéties
jvairavimg bei stabilumg tarp karciyjy kieCiy zaliavy (lapy, ziedy, stieby), surinkty skirtingose
augavietése. Maziausias bendras variacijos koeficientas skirtinguose morfologiniusoe organuose
nustatytas lapuose (CV=1,93 proc.), didziausias — Zzieduose (CV=3,32 proc.). Stieby variacijos
koeficientas CV=2,03 proc. Stabiliausia chemin¢ sudétis nustatyta Dubininkuose rinktuose Zieduose

(CV=0,08 prc.). Didziausias variacijos koeficientas nustatytas Perlojos zieduose (CV=32,80 proc.)

Bendras fenoliniy junginiy kiekio jvairavimas Artemisia absinthium L. augaliniy zaliavy: lapy,
ziedy, zolés, stieby éminiuose, surinktuose i§ jvairiy Dziikijos regiono viety, pavaizduotas 17-20 pav.

Bendras fenoliniy junginiy kiekio kitimas ir rezultatai lapuose pavaizduoti 17 pav.
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17 pav. Bendras fenoliniy junginiy kiekis (mg/g) A. absinthium L. lapy éminiuose, skirtingose
augavietése; skirtingos raidés Zymi statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp tirty karciyjy kieciy
éminiy ekstrakty (p<0,05)

Fenoliniy junginiy kiekis vaistinés augalinés zaliavos lapuose varijuoja nuo 19,79 + 0,67 mg
GRE/g iki 34,76 + 0,1474 mg GRE/g. Atlikus tyrimus su karciyjy kieciy lapy éminiais skirtingose
augavietése nustatyta, kad didZiausias fenoliniy junginiy kiekis randamas Dziikijos regione, Trasininky
kaime — 34,76 + 0,14 mg GRE/g, Manciagiréje — 33,1 + 0,13 mg GRE/g ir Varénos kaime — 32,89 +
0,19 mg GRE/g. Maziausias kiekis fenoliniy junginiy lapuose nustatytas Zitiry kaime — 19,79 £+ 0,67 mg
GRE/g, Senojoje Varénoje — 24,11 + 0,11 mg GRE/g ir Kasétose — 26,81 + 1,26 mg GRE/g. Skirtingomis
raidémis suzyméti statistiniai skirtumai tarp tirty lapy ekstrakty (p<0,05).

Bendras fenoliniy junginiy kiekis kar¢iyjy kieciy zieduose pavaizduotas 18 paveiksle. Junginiy
kiekis karciyjy kieciy zieduose varijuoja nuo 20,51 £ 6,72 mg GRE/g iki 37,41 + 0,02 mg GRE/g.
Ivertinus gautus tyrimy rezultatus, nustatyta, kad didZiausias fenoliniy junginiy kiekis rinktuose karciyjy
kie¢iy zieduose yra Varénoje — 37,41 + 0,02 mg GRE/g, Kas¢itinuose — 34,57 + 0,60 mg GRE/g ir Ziiiry
kaime — 34,06 + 0,88 mg GRE/g. Maziausiai fenoliniy junginiy rasta Perlojos kaime 20,51 + 6,72 mg
GRE/g, Puvociuose 23,53 + 0,10 mg GRE/g bei Salovartés kaime 27,50 + 0,15 mg GRE/g. Skirtingomis

raidémis suzyméti statistiniai skirtumai tarp tirty augalinés zaliavos ekstrakty éminiy (p<0,05).
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18 pav. Bendras fenoliniy junginiy kiekis (mg/g) A. absinthium L. Ziedy éminiuose, skirtingose
augavietése; skirtingos raidés Zymi statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp tirty karciyjy kieciy
éminiy ekstrakty (p<0,05)

Fenoliniy junginiy kiekis karciyjy kie€iy Zolés éminiy (19 pav.) ekstraktuose varijuoja nuo
15,26 £ 0,14 mg GRE/g iki 32,34 + 0,06 mg GRE/g. Daugiausiai fenoliniy junginiy randama Trasininky
kaime — 32,34 + 0,06 mg GRE/g, Kasétose — 29,67 + 0,82 mg GRE/g ir Merkingje — 27,39 + 0,84 mg
GRE/g. Maziausias kiekis aptinkamas Zifiry kaime — 15,26 + 0,14 mg GRE/g, Dubininkuose — 15,35 +
0,36 mg GRE/g ir Gudeliy kaime — 18,48 + 0,29 mg GRE/g. Skirtingos raidés pazymi statistiSkai
reikSmingus skirtumus tarp tirty kar¢iyjy kieciy éminiy ekstrakty (p<0,05).
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19 pav. Bendras fenoliniy junginiy kiekis (mg/g) A. absinthium L. Zolés éminiuose, skirtingose augalo
augavietése; skirtingos raidés Zymi statistiSkai reik§mingus skirtumus tarp tirty karcéiyjy kieciy
éminiy ekstrakty (p<0,05)
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20 pav. diagramoje pavaizduotas stiecbuose esantis bendras fenoliniy junginiy kiekis vyrauja
nuo 10,80 + 0,06 mg GRE/g iki 16,03 + 0,78 mg GRE/g. Didziausias fenoliniy junginiy kiekis randamas
Zitry kaime — 16,03 £ 0,78 mg GRE/g, Gudeliy — 15,70 + 0,46 mg GRE/g ir Trasininky kaime — 15,17
+ 0,02 mg GRE/g. Maziausia junginiy aptinkama Senojoje Varénoje — 10,80 + 0,06 mg GRE/g,
Salovartéje — 12,95 + 0,14 mg GRE/g ir Milioniskése — 12,77 + 0,26 mg GRE/g.
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20 pav. Bendras fenoliniy junginiy kiekis (mg/g) A. absinthium L. stieby éminiuose, skirtingose
augalo augavietése; skirtingos raidés Zymi statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp tirty karciyjy
kieciy éminiy ekstrakty (p<0,05)

Didziausias bendras fenoliniy junginiy kiekis misy atliktame tyrime nustatytas Varénos bei
Trasininky kaime rinktuose kar¢iyjy kie¢iy éminiuose. Siose vietovése rinkta Zaliava natiiraliai augo
smeélingoje pievoje. MaZiausias bendras kiekis fenoliy aptiktas Zitiry kaime, kuriame Zaliava buvo rinkta
pievoje prie pakelés ir Senosios Varénos kaimo karciuosiuose kie€iuose, rinktuose pievoje prie upés.
Misy atliktame tyrime, fenoliniy junginiy kiekiui jtakos gal¢jo turéti skirtingas dirvozemis ir §viesos
kiekis. Moksliniuose tyrimuose teigiama, kad fenoliniy junginiy skirtumai gali biiti siejami su
skirtingomis vietovémis, kuriose augalai buvo renkami, ir jy prisitaikymu prie skirtingy aplinkos salygy.
Smeélinguose dirvozemiuose fenoliniy jungiy kiekis gali buti didesnis nei pievose prie kelio ar upés,
kuriose tiesioginés saulés Sviesos patenka maziau, ja uzgozia medziai. Todél fenoliniy junginiy
kaupimasis augalo organuose gali priklausyti nuo krituliy kiekio, dirvoZzemio ir reljefo bei Sviesios
Saltiniy [54].

Taip pat galima pastebeti, kad fenoliniy junginiy kiekis skiriasi ne tik tarp augalo organy, bet
ir tarp skirtingy augalo augavie¢iy. Fenoliniy junginiy kiekis, A.absinthium L. vaistinéje augalinéje

zaliavoje, uzaugintoje skirtingose augavietése, priklauso nuo oro salygy, kenkéjy, Zemés ploto ir
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skirtingo dirvozemio, todél Sie veiksniai gali neigiamai arba teigiamai veikti derliy ir augalo vaistines

savybes [55].

3.3. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas, Lietuvoje auginamy karciyju

kieCiy (A. absinthium L.) éminiuose, FRAP ir ABTS metodais

Antioksidantinis aktyvumas yra naudojamas kaip parametras, norint jvertinti bioaktyvius
komponentus augaluose [25]. Augaly farmakologiniui poveikiui jtaka daro antioksidanty kiekis
augalinéje zaliavoje, todé¢l tikslinga jvertinti antioksidacinj aktyvuma. Lietuvoje néra atlikta tyrimy
antioksidacinio aktyvumo nustatymui karc¢iyjy kieciy augalinéje Zaliavoje, tod¢l atliktas tyrimas suteikia

daugiau informacijos antioksidacinio aktyvumo stiprumui jvertinti skirtinguose augalo organuose.

3.3.1. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas skirtinguose augalo organuose

Redukcinis ir antiradikalinis aktyvumas iStirtas masinio zydé¢jimo metu surinktoje, natiiraliai
augancioje karciyjy kieciy zaliavoje. Nustatytas vidutinis redukcinis aktyvumas yra — 63,93 + 3,78 umol
TE/g, o antiradikalinis — 72,77 £ 11,07 umol TE/g. Antioksidacinis aktyvumas skirtingose

morfologinése augalo dalyse pavaizduotas 21 paveiksle.

A

(2]
E 100.00 B
= B A
=
S c
2 80.00 I
E C
& 6000 : TEFRAP
£
&
2 40.00 TEABTS
: D
£ D
<

20.00

0.00

Zolé Lapai Ziedai Stiebai

21 pav. Antioksidacinis aktyvumas (umol/g) skirtinguose A. absinthium augalo organuose (Zolé,
lapai, stiebai, Ziedai) masinio Zydéjimo metu; skirtingos raidés Zymi statistiSkai reikS§mingus skirtumus
tarp tirty ekstrakty (p<0,05)
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Nustatyta, kad stipriausias redukcinis aktyvumas yra A.absinthium Zieduose — 87,23 + 4,87
umol TE/g, jis tik 1,47 % didesnis nei lapuose — 85,94 + 3,74 pumol TE/g. Maziausias redukcinis
aktyvumas nustatytas stiebuose — 21,03 + 2,53 umol TE/g. Atitinkamai didZiausias antiradikalinis
aktyvumas nustatytas karc¢iyjy kieciy zieduose — 100,73 + 3,95 umol TE/g, jis 11,49 % didesnis nei
lapuose — 89,15 + 32,03 pmol TE/g. Taciau antiradikalinis aktyvumas Zieduose 13,40 % stipresnis nei
redukcinis aktyvumas karciyjy kie¢iy zieduose. MaZziausias antiradikalinis aktyvumas nustatytas taip pat
stiebuose — 24,49 + 4,12 pmol TE/g, jis 14,12 % didesnis nei redukcinis aktyvumas stiebuose. Zolés
redukcinis ir antiradikalinis aktyvumas atitinkamai yra 61,50 + 3,99 umol TE/g, 76,70 + 4,916 umol
TE/g. Ivertinus antioksidacinj aktyvuma, galima teigti, kad redukcinis ir antiradikalinis aktyvumas
skirtinguose augalo organuose yra labai panaSus ir mazai skiriasi tarpusavyje. Visi nustatyti karciyjy

kieciy skirtingy organy ekstrakty éminiy rezultatai reikSmingai skiriasi (p<0,05).

Nustatyta, kad stipriausias antioksidacinis aktyvumas yra A. absinthium Zieduose, tam jtakos
gal¢jo turéti didziausias fenoliny junginiy kiekis, nustatytas taip pat Zieduose. Maziausiai fenoliniy
junginiy kaupia vaistinés augalinés Zaliavos stiebai, todé¢l atitinkamai gautas silpniausias redukcinis ir
antiradikalinis aktyvumas, palyginus su Zole, lapais ir zZiedais. Moksliniame tyrime tyr¢jai Riahi L. ir
Chograni H. nustat¢, kad FRAP metodu jvertintas redukcinis aktyvumas karciojo kiecio lapy zaliavoje
yra — 118,02 + 10,88 umol TE/g, o Zieduose — 85,64 + 7,55 umol TE/g [25]. Jy nustatytas redukcinis
aktyvumas yra stipresnis lapuose nei zieduose, miisy atliktame tyrime ziedai pasiZzymi stipresniu

redukciniu aktyvumu nei lapai.

3.3.2. Karc€iyju kieCiy antioksidacinio aktyvumo Kkitimas skirtingose

morfologinése augalo dalyse, surinktose i$ skirtingy augavieciy

Antioksidacinio aktyvumo jvairavimas skirtingose morfologinése Artemisia absinthium L.
dalyse pavaizduotas keturiose diagramose. Apskaiciuoti bendri variacijos koeficientai skirtinguose
augalo organuose atsizvelgiant | kar¢iyjy kie€iy augavietes. Nustatyta, kad stabiliausias redukcinis
aktyvumas yra karciyjy kie€iy lapuose (CV= 4,92 proc.). Toliau atitinkamai didéjantys koeficientai
zieduose (CV=15,17 proc.) ir stiebuose (CV= 12,25 proc.). Maziausias variacijos koeficientas nustatytas
Perlojoje rinktuose zieduose (CV= 0,38 proc.), didziausias Milioniskése rinktuose stiebuose (CV=33,73
proc.). Maziausias bendras antiradikalinio aktyvumo variacijos koeficientas, atsizvelgiant j augavietes,
nustatytas A. absinthium zieduose (CV=4,23 proc.). Lapuose (CV= 8,62 proc.) ir stiebuose (CV= 21,20

proc.) koeficientai didesni nei zieduose. Didziausias variacijos koeficientas nustatytas Senosios Varénos
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stiecbuose (CV= 66,0 proc.). Maziausias Kascitniuose rinktuose stiebuose (CV= 0,38 proc.).

Antioksidacinio aktyvumo stiprumas lapuose pavaizduotas 22 paveiksle.
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22 pav. Antioksidacinis aktyvumas (umol/g) A. absinthium L. lapy éminiuose, skirtinguose augalo
augavietése; skirtingos raidés Zymi statistiSkai reik§mingus skirtumus tarp tirty karcéiyjy kieciy
éminiy ekstrakty (p<0,05)

Redukcinio aktyvumo stiprumas karciyjy kieciy augalinéje zaliavoje ivairuoja nuo 42,80 + 5,93
umol TE/g iki 151,18 + 2,58 umol TE/g. Didziausias redukcinis aktyvumas nustatytas Dziikijos regione
esancioje Varénos gyvenvietéje — 151,18 + 2,58 pmol TE/g, jis 3,34 % didesnis nei antiradikalinis
aktyvumas Varénoje. Antras pagal stipruma aktyvumas nustatytas Puvociy kaime — 114,94 + 6,18 umol
TE/g ir Manéiagiréje — 106,52 + 1,59 pmol TE/g. MaZiausias redukcinis aktyvumas nustatytas Ziiiry
kaime — 42,80 + 5,93 umol TE/g, Senojoje Varénoje — 59,34 + 2,30 pmol TE/g ir Dubininke — 60,34 +
2,53 umol TE/g. Antiradikalinis aktyvumas lapy augalinéje zaliavoje jvairuoja nuo — 55,25 £ 8,87 umol
TE/g iki 146,13 + 14,45 umol TE/g. Stipriausias ABTS metodu jvertintas antiradikalinis aktyvumas lapy
éminiuose yra Varénoje — 146,13 + 14,45 pmol TE/g, Merkinéje — 111,27 + 2,86 pmol TE/g ir Kasétose
— 106,75 £ 5,25 umol TE/g. Silpniausias ABTS metodu jvertintas antiradikalinis aktyvumas nustatytas
istyrus Zitruose auganéius kar¢iyjy kieciy lapus — 55,25 + 8,87 umol TE/g, jis 22,5 % didesnis nei
redukcinis aktyvumas. Antras pagal silpnuma gautas aktyvumas MilioniSkiy — 63,88 + 16,50 umol TE/g
bei Gudeliy — 66,23 + 4,39 pmol TE/g kaime. MaZiausias fenoliniy junginiy kiekis uzfiksuotas Ziiiry
kaime augancioje lapy zaliavoje, atitinkamai FRAP ir ABTS metodais nustatytas silpniausias
antioksidacinis aktyvumas yra Zidiruose. Vienas i didZiausiy fenoliniy junginiy kiekiy bei stipriausias

antioksidacinis aktyvumas nustatytas Varénos kaime.
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23 pav. Antioksidacinis aktyvumas (umol/g) A.absinthium L. Ziedy éminiuose, skirtinguose augalo
augavietése; skirtingos raidés Zymi statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp tirty karciyjy kieciy
éminiy ekstrakty (p<0,05)

23 paveiksle pavaizduoti antioksidacinio aktyvumo rezultatai iStyrus A.absinthium Zziedy
ekstraktus. Redukcinio aktyvumo, nustatyto FRAP metodu, stiprumas A4.absinthium zieduose varijuoja
nuo 37,03 £+ 0,44 pmol TE/g iki 133,72 + 9,13 pmol TE/g. Antiradikalinio aktyvumo, nustatyto ABTS
metodu, stiprumas zieduose jvairuoja nuo 48,68 + 3,38 umol TE/g iki 145,33 + 6,98 umol TE/g.
Didziausias redukcinis ir antiradikalinis aktyvumas nustatytas Dzikijoje esan¢iame Zitry kaime
auganéiuose Zieduose atitinkamai 133,72 + 9,13 umol TE/g ir 145,33 + 6,98 umol TE/g. Sioje vietoje
auganciuose zieduose uzfiksuotas ir vienas i§ didziausiy fenoliniy junginiy kiekiy. Perlojos kaime
nustatytas ne tik maziausias fenoliniy junginiy kiekis, bet ir silpniausias antioksidacinis aktyvumas,
nustatytas FRAP ir ABTS metodu iStyrus karc¢iyjy kieciy ziedus, atitinkamai 37,03 + 0,44 pmol TE/g ir
48,68 + 3,38 umol TE/g.

24 paveiksle pateikti rezultatai, kuriuose jvertintas redukcinis ir antiradikalinis aktyvumas

Zoléje.
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24 pav. Antioksidacinis aktyvumas (umol/g) A. absinthium L. olés éminiuose, skirtinguose augalo
augavietése; skirtingos raidés Zymi statistiSkai reik§mingus skirtumus tarp tirty karciyjy kieciy
éminiy ekstrakty (p<0,05)

Zolés éminiuose stipriausias redukcinis ir antiradikalinis aktyvumas nustatytas Kagéty kaime
atitinkamai 108,09 £+ 2,55 umol TE/g ir 170,57 + 5,85 umol TE/g. Antiradikalinis aktyvumas yra 36,63
% didesnis nei redukcinis aktyvumas KaSétose augancioje Zol¢je. Atitinkamai stiprus redukcinis ir
antiradikalinis aktyvumas yra Trasininkuose — 99,94 + 8,34 umol TE/g ir 102,83 + 0,09 pmol TE/g bei
Varénoje — 77,92 + 6,75 pmol TE/g ir 91,02 + 2,31 umol TE/g. Didziausias bendras fenoliniy junginiy
kiekis taip pat istirtas Kagetose ir Trasininkuose. Dubininkuose, Ziiiruose ir Gudeliuose yra ne tik
maziausias bendras fenoliniy junginiy kiekis, bet ir silpniausias FRAP metodu jvertintas redukcinis
aktyvumas Dubininkuose — 17,99 + 0,46 umol TE/g, Zitiruose — 30,70 + 3,32 pumol TE/g ir Gudeliy
kaime — 39,54 + 2,29 umol TE/g. ABTS metodu nustatytas antiradikalinis aktyvumas maziausias yra
Zitruose — 33,11 + 0,98 pmol TE/g, Man&iagiréje — 56,56 + 5,25 umol TE/g ir Puvo&iuose — 57,97 +
6,8 umol TE/g.

25 paveiksle pavaizduotas antioksidacinis aktyvumas karciyjy kieciy stieby augalinéje
zaliavoje. Redukcinis aktyvumas karc¢iyjy kieciy stieby éminiy ekstraktuose varijuoja nuo 8,47 = 0,1706
umol TE/g iki 54,22 + 2,68 pumol TE/g. Stipriausias redukcinis aktyvumas nustatytas Merkiné¢je
auganciuose stiebuose — 54,22 + 2,68 pmol TE/g, Mangiagiréje — 34,89 + 5,79 pmol TE/g ir Zitiruose —
32,35 £ 7,18 umol TE/g. Antiradikalinis aktyvumas A.absinthium stiebuose jvairuoja nuo 3,31 + 2,18
umol TE/g iki 45,73 + 7,30 umol TE/g. Didziausias antiradikalinis aktyvumas ABTS metodu nustatytas
istyrus Varénos — 45,73 + 7,30 umol TE/g, Zitiry — 31,47 + 06,71 umol TE/g ir Perlojos kaime — 30,76
+ 1,87 umol TE/g augancius stiebus. Dziikijos regione esanciuose Salovartés, Senosios Varénos ir

Milioniskiy kaimuose auganciuose stiebuose nustatytas ne tik maziausias bendras fenoliniy junginiy
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kiekis, bet ir jvertinus redukcinj aktyvuma jis Siuose kaimuose yra silpniausias — 8,47 + 0,17 umol TE/g,
— 10,29 £ 2,78 umol TE/g, — 12,13 £ 4,09 umol TE/g. Silpniausias antiradikalinis aktyvumas jvertinus
karciyjy kieciy stiebus yra Senojoje Varénoje — 3,31 + 2,18 umol TE/g, taip pat nustatyta ir maziausiai
fenoliniy junginiy.
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25 pav. Antioksidacinis aktyvumas (umol/g) A.absinthium L. stieby éminiuose, skirtinguose augalo
augavietése; skirtingos raidés Zymi statistiSkai reik§mingus skirtumus tarp tirty karcéiyjy kieciy
éminiy ekstrakty (p<0,05)

3.4. Individualiy fenoliniy junginiy kitimas skirtinguose augalo organuose

Karciyjy kieciy (4. absinthium L.) vaistinéje augalinéje zaliavoje buvo nustatyti individualiis
fenoliniai junginiai skirtinguose morfologinése augalo dalyse: lapuose, Zieduose, Zol¢je ir stiebuose ESC
metodu. Visose tirtose karciyjy kieciy etanolinése iStraukose identifikuoti 5 fenoliniai junginiai: 3,4-
dikafeoilchino rugstis, 3,5-dikafeoilchino rugstis, 4-O-kafeoilchino rtgstis, chlorogeno rugstis ir
neochlorogeno riigstis. Individualiy fenoliniy junginiy procentinés dalies jvertinimas pavaizduotas 26

paveiksle.
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A.ABSINTHIUM LAPAI A.ABSINTHIUM ZIEDAI

m 3 4-dikafeoilchino riigstis

= 3,5-dikafeoilchino rugstis

A.ABSITNHIUM ZOLE = 4-O-kafeoilchino rugstis A.ABSINTHIUM STIEBAI

5% 7% Chlorogeno rugstis

m Neochlorogeno rigstis

26 pav. Individualiy fenoliniy junginiy procentinés dalies jvertinimas A.Absinthium lapuose,
Zieduose, Joléje, stiebuose

Didziausia procentiné dalis 4. absinthium zaliavoje nustatyta 3,5-dikafeoilchino rugsties nuo
21-59 %. Sios ragsties daugiausiai nustatyta Zieduose 59 % (p<0,05) ir Zoléje 49 % (p<0,05).
Atitinkamai panasus kiekis iStirtas chlorogeno riigSties: 31 — 58 % (p<0,05). Didziausia chlorogeno
rugsties procentiné dalis nustatyta kar¢iyjy kieciy lapuose 58 % ir stiebuose 57 % (p<0,05). Maziausia
procentin¢ dalis visuose augalo organuose vos 1 —2 % (p<0,05) yra 4-O-kafeoilchino riigsties.

Vidutiniskai kar¢iyjy kieciy ekstrakty éminiuose daugiausiai randama 3,5-dikafeoilchino
rugsties — 3225,361 £ 233,84 ng/g (p<0,05). Jos kiekis augalo organuose varijuoja nuo 439,507 + 54,17
ng/g (p<0,05, stiebuose) iki 6769,923 + 478,71 pg/g (p<0,05, lapuose). 3 lenteléje pavaizduoti fenoliniy
junginiy kokybings ir kiekybinés sudéties jvairavimo rezultatai skirtinguose morfologinése karciyjy

kieciy daliy éminiuose: lapuose, zieduose, Zol¢je, stiebuose.
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3 lentelé. Fenoliniy junginiy kokybinés ir kiekybinés sudéties jvairavimas skirtinguose karciyjy
kieCiy Zaliavy daliy éminiuose: lapuose, Zieduose, Zoléje, stiebuose ( p<0,05)

Augalo dalis
Lapai Ziedai Zolé Stiebai
Junginys ug/g
3,4-
dikafeoilchino 727,80+51,46° 815,00+£57,63¢ 509,42+36,02¢ 184,02+13,01¢

rugstis, pug/g

3,5-
dikafeoilchino 2262,86+160,01¢ 6769,92+478,71¢ 3429,14+242,48P 439,50+54,17¢
rugstis, pg/g

4-0-
kafeoilchino 103,95+7,35% 86,26+6,107 77,82+5,50¢ 57,47+4,064
rugstis, pug/g

Chlorogeno

o 5110,12+361,34¢ 3624,67+256,30° 2609,42+184,51¢ 1196,33+84,59¢
rugstis, pg/g

Neochlorogeno 654,23+49,23% 280,44+19,83¢ 346,55+24,51" 229 44+16,224
rugstis, pug/g
Suminis kiekis 8858.97 1157631 6662,42 2106.75

Toje pacioje eilutéje esanéios skirtingos raidés Zymi statistiskai reik§mingus individualiy fenoliniy junginiy kiekiy
skirtumus tarp istirty karéiyjy kiediy skirtingy augalo daliy éminiy (p<0,05)

Didziausias 3,4-dikafeoilchino riigsties kiekis ESC metodu nustatytas A. absinthium zieduose
815,008 £ 57,63 pg/g (p<0,05), jis 10,7 % didesnis nei lapuose 727,80 + 51,46 pg/g (p<0,05). 4-O-
kafeoilchino rtigSties daugiausia nustatyta iStyrus lapy ir ziedy augaling zaliava — 103,95 + 7,35 pg/g
(p<0,05) ir 86,26 = 6,10 pg/g (p<0,05). Chlorogeno ir neochlorogeno rigsties didziausias kiekis taip pat
randamas lapuose ir zieduose (5110,12 + 361,34 pg/g ir 3624,67 + 256,30 ug/g, p<0,05); (654,23 +
49,23 ng/g ir 280,44 + 19,83 pg/g, p<0,05). Visy ESC metodu nustatyty individualiy fenoliniy junginiy:
3.,4-dikafeoilchino riigsties, 3,5-dikafeoilchino rugsties, 4-O-kafeoilchino riigsties, chlorogeno rugsties
ir neochlorogeno riigsties maziausias kiekis yra istirtas karciyjy kie¢iy stiebuose (184,02 + 13,01 ng/g,
439,50 + 54,17 pg/g, 57,47 + 4,06 pg/g, 61196,30 £8 4,59 ng/g, 229,44+16,22 ng/g, p<0,05).

Didziausias suminis identifikuoty fenoliniy junginiy kiekis nustatytas A4.absinthium zieduose
11576,31 pg/g (p<0,05) ir lapuose 8858,97 nug/g (p<0,05). Kiekis zieduose 23,47 % didesnis nei lapuose.
Maziausias bendras istirty junginiy kiekis aptiktas stiebuose - 2106,75 ng/g (p<0,05).
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Remiantis Spirmeno korealiacijos koeficientu, nustatyti koreliacijos ry$iai tarp antioksidacinio
aktyvumo ir individualiy fenoliniy junginiy. Stiprus koreliacijos rySys nustatytas tarp redukcinio
aktyvumo ir 3,4-dikafeoilchino rugsties (r=0,792), 3,5-dikafeoilchino riigSties (r=0,756) ir chlorogeno
ragsties (r=0,816). Stiprus antiradikalinis rySys atitinkamai nustatytas tarp 3,4-dikafeoilchino riigsties
(r=0,827), 3,5-dikafeoilchino rugsties (r=0,819) ir chlorogeno rtigsties (r=0,769). Vidutinis koreliacijos
rySys ivertintas tarp antioksidacinio aktyvumo ir neochlorogeno rigsties (r=0,605;r=0,58) . Silpnas
koreliacijos rySys jvertintas tarp redukcinio aktyvumo ir 4-O-kafeoilchino rugsties (1=0,407) bei
antiradikalinio aktyvumo ir 4-O-kafeoilchino riigsties (r=0,458).

Msaada ir kt., i§tyré Tuniso skirtinguose regionuose auganéias karéiyjy kiediy zaliavas. Zaliava
buvo rinkta masinio zydé¢jimo metu. Tyréjai nustaté: chlorogeno riigstis, kuriose randama 3,36 + 0,42
ng/g ir 4-O-kafeoilchino riigstis 2,35 + 0,25 pg/g [7]. Turkijoje atliktame tyrime ESC metodu nustatyta
chlorogeno rugsties — 5720,0 + 110,0 pg/g, jos kiekis panasus ir miisy bandyme istirtuose kar¢iyjy kieciy
lapuose [12]. Rumunijoje moksliniame tyrime teigiama, kad chlorogeno riigsties jy regionuose yra rasta
77,01 £ 40 pg/g [11]. Prancuzy tyréjai lygindami skirtingas Asteraceae augaly risis iStyre, kad
A.abisnthium zaliavoje chlorogeno riigsties yra — 6370,0 = 310,0 pg/g, o 3,5-dikafeoilchino rugsties —
22140,0 + 110,0 pg/g. Atsizvelgiant | geografing padeét] individualiy junginiy kiekybiné ir kokybiné
sudétis labai skirtinga ir jvairiai pasiskirs¢iusi. Tam jtakos galéjo turéti skirtingas dirvoZemis, saulés
spinduliuoté, geografiné padétis. Taip pat Siuose tyrimuose buvo nustatyta ir kity junginiy, kurie miisy

tyrime nebuvo nustatyti: tanino rtigstis, vanilino riigstis, ferulo riigstis, rosmarino rtgstis [7, 11, 12].

3.4.1. Karciuosiuose KkieCiuose nustatyty individualiy fenoliniy junginiy

kitimas, skirtingose morfologinése augalo dalyse, surinktose iS skirtingy augavieciy

Individualiy fenoliniy junginiy pasiskirstymas Artemisia absinthium L. augaliniy zaliavy: lapy,
ziedy, stieby éminiuose, surinktuose i§ jvairiy Lietuvos viety, pavaizduotas trijose skirtingose klasterinés

analizés dendrogramose pritaikant hierarching klastering analizg.

27 pav. pavaizduota, fenoliniy junginiy kiekio pasiskirstymas lapuose pagal augavietes,

klasterinés analizés dendrograma bei 4 lentel¢je pateikti klasteriai ir identifikuoty junginiy vidurkiai.



MANCIAGIRE lapai
TRASININKAS lapai
DUBININKAS lapai
VAREMNA lapai
PUVOCIAL lapai
SENOJI VARENA lapai
ZIORAI lapai
KASETOS lapai
SALOVARTE lapai
KASCIONAIL lapai
MERKINE lapai
MILICNISKES lapai
GUDELIAI lapai

PERLOJA lapai

27 pav. ESC metodu nustatyty individualiy fenoliniy junginiy kiekio pasiskirstymas A. absinthium
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lapuose pagal augavietes, klasterinés analizés dendrograma

4 lentelé. Lapuose nustatyty individualiy fenoliniy junginiy ir jy klasteriy vidurkiai

Klasteris

Junginys ug/g

3,4-
dikafeoilchino
rugstis

740,71£153,18

887,65+150,13

400,16+28,30

306,33+77,61

3,5-
dikafeoilchino
rugstis

2495,62+520,98

2667,94+326,41

1317,60+93,17

852,14+15,21

4-0O-
kafeoilchino
rugstis

107,04+55,15

117,39+7,64

28,06+1,98

88,69+0,86

Chlorogeno
rugstis

9286,38+290,73

3374,56+274,92

7066,99+499,71

1853,62+585,12

Neochlorogeno
rugstis

775,33+34,69

632,91+61,89

673,52+47,63

477,0217+2210,42
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Pritaikius klastering analiz¢ nubraizytoje kar¢iyjy kieciy lapy dendrogramoje gaunami keturi
skirtingi klasteriai, j kuriuos suskirstytos zaliavy augavietés. Pirmajam klasteriui priklauso Manciagirés
km., Trasininky km., Dubininky km. ir Varénos miestas. Jame vyraujantys fenoliniai junginiai yra
chlorogeno ir neochlorogeno riig§tys. Antrajam klasteriui — Kasety km., Salovartés km., Kas¢itiny km.,
Merkinés km., Milioniskiy km., Gudeliy km. ir Perlojos km. Siame klasteryje labiausiai vyrauja 3,4-
dikafeoilchino rugstis, 3,5-dikafeoilchino rugstis, 4-O-kafeoilchino riigStis. Treciajam klasteriui
priskiriama Puvoéiy kaimo augavietéje rinkta lapy zaliava. Ketvirtajam — Senojoje Varénoje ir Zitiruose

rinktos augalinés Zaliavos.

28 pav. pavaizduota identifikuoty junginiy karciyjy kieciy Zieduose pasiskirstymo pagal
augavietes dendrograma. 5 lenteléje pateikti klasteriai ir identifikuoty junginiy vidurkiai. Augavietés,
kuriose buvo renkami Zziedai, suskirstytos i keturis klasterius. MilioniSkés, Senoji Varéna, Merkiné,
Dubininkas, KaS¢tos, Perloja ir Puvociai priskiriami pirmajam klasteriui. Antrajam klasteriui priklauso
Kascitinuose, Manciagir¢je, Gudeliuose, Trasininkuose ir Zitiruose rinkta Zaliava. Salovartés km. rinkti
ziedai priskiriami 3-ajam klasteriui, kuriame vyrauja 3,4-dikafeoilchino riigstis. 4-O-kafeoilchino
rugstis, 3,5-dikafeoilchino rugstis, chlorogeno ir neochlorogeno riigStys vyrauja ketvirtajam klasteriui

priklausian¢iame Varénos mieste.

0 5 10 15 20 25
MILIONISKES Ziedai 7= ! ! 4 . .
SENOJI VARENA Ziedai 11—
MERKINE Ziedai 6
DUBININKAS Ziedai 1 l
KASETOS Ziedai 41—
PERLOJA Ziedai 8
PUVOCIAI Ziedai o
KASCIONAI Ziedal 3
MANCIAGIRE Ziedai 5
GUDELIAI Ziedai 2— —
TRASININKAS Ziedai 12—
ZI0RAI Ziedai 14
SALOVARTE Ziedai 10 1]
VARENA Ziedai 13 m

27 pav. ESC metodu nustatyty individualiy fenoliniy junginiy kiekio pasiskirstymas A. absinthium
Zieduose pagal augavietes, klasterinés analizés dendrograma
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5 lentelé. Zieduose nustatyty individualiy fenoliniy junginiy ir jy klasteriy vidurkiai

Klasteris
1 2 3 4

Junginys ug/g

3 4-

dikafeoilchino 611,30+40,31 959,40+49,35 997,70+70,55 133,23£94,49
rugstis

3.5-

dikafeoilchino 464227+£368,19 | 789422435051 | 11136,95£787,50 | 11674,95+825,54
rugstis

4-O-kafeoilchino 79,40+6,40 91,45+15,96 78,07+5,52 116,47+8,24
rugstis

S_};lg’é;’geno 2113,73+£272,79 | 4510,23+282,58 4827 ,37+341,35 8570,76+606,04
E;g‘;fgomgeno 262,38+11,04 280,12+24.01 305,98+21,64 382,93+27,08

28 pav. sudaryta identifikuoty junginiy karciyjy kieciy stiebuose pasiskirstymo pagal
augavietes dendrograma bei 6 lentel¢je pateikti klasteriai ir identifikuoty junginiy vidurkiai. Pirmajam
klasteriui priklauso Perlojos km., Trasininky km., Manciagirés km., Senosios Varénos km., Varénos
miestas, Ka$éty km., Dubininky km., Salovartés km., Zidry km. ir Gudeliy km. Pirmajame klasteryje
vyrauja visi stiebuose identifikuoti fenoliniai junginiai, tokie kaip, 3,4-dikafeoilchino ir 3,5-
dikafeoilchino rugstys, 4-O-kafeoilchino rugstis, chlorogeno ir neochlorogeno riigstys. Milioniskiy km.,

Puvociy km. ir Kas¢itiny km. priskiriami antrajam klasteriui.
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25
1

MILIONISKES stiebai 7
PUVOCIAI stiebal 9
KASCIONAI stiebai 3
PERLOJA stiebai 8
TRASININKAS stiebai 12
MANCIAGIRE stiebai S
SENOJI VARENA stiebai 11
WARENA stiebai 13
KASETOS stiebai 4
MERKINE stiebai 6
DUBININKAS stiebai 1
SALOVARTE stiebai 10
ZIORAI stiebai 14

GUDELIAI stiebai 2

28 pav. ESC metodu nustatyty individualiy fenoliniy junginiy kiekio pasiskirstymas A. absinthium

stiebuose pagal augavietes, klasterinés analizés dendrograma

6 lentelé. Stiebuose nustatyty individualiy fenoliniy junginiy ir jy klasteriy vidurkiai

Klasteris
1 2
Junginys ug/g
3,4-dikafeoilchino riigstis 219,22+46,34 54,95+4,59
3,5-dikafeoilchino riigstis 510,75+61,45 178,27+£31,96
4-O-kafeoilchino ragstis 62,76+4,41 38,08+2,67
Chlorogeno riigstis 1435,96+119,89 317,54+139,14

Neochlorogeno riigstis

238,79+7,39

195,12+43,26

29 pav. nubraizyta bendra individualiy fenoliniy junginiy klasterinés analizés dendrograma. 7

lentel¢je pateikti bendri fenoliniy junginiy ir jy klasteriy vidurkiai. Nustatyti keturi skirtingi klasteriai.




Pirmajam klasteriui priklauso Dubininkuose, Manciagir¢je, Puvociuose, Trasininke ir Varénoje rinkti
kar¢iyjy kiec€iy lapai. Antrajam klasteriui priskiriamos augavietés, tokios kaip, Kasétose, Merkinéje,

MilioniSkése, Perlojoje, Senojoje Varénoje rinkti stiebai, lapai ir ziedai. Gudeliuose, Kascitinuose,
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Salovartéje ir Zitiruose rinkti lapai ir stiebai. Puvociuose ir Dubininke — stiebai ir Ziedai. Manciagir¢je,

Trasininkuose ir Varénoje rinkti stiebai. TrecCiajame klasteryje yra Gudeliuose, Kascitinuose,

Mangiagiréje, Salovartéje, Trasininkuose ir Zifiruose rinkti Ziedai. Ketvirtajam klasteriui priklauso

Varénos mieste rinkti Ziedai. Pirmajame klasteryje vyrauja chlorogeno rtigstis ir neochlorogeno ragstis.

Ketvirtajame 3,4-dikafeoilchino rugstis, 3,5-dikafeoilchino rugstis ir 4-O-kafeoilchino rigstis.

7 lentelé. Bendri nustatyty individualiy fenoliniy junginiy ir jy klasteriy vidurkiai

rugstis

Klasteris
1 2 3 4
Junginys ug/g
3.4-dikafeoilchino | 25 59.136,81 456,05+66,78 965,79640,79 1336,2294,49

3,5-dikafeoilchino

rugstis

754,97+33,71

347,77+35,97

284,43+20,07

ats 2260,03+467,28 1967,63+£338.25 8434,68+611,55 11674,95+825,54
4-O-kafeoilchino 91,24+45.55 78,65+5,33 89,22+13.22 116,47+8,24
rugstis

g;lg’é;’geno 8842.50+497,73 1962,45+197,66 4563,09+£236,70 8570,76:606,04
Neochlorogeno

382,93+27,08
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0 ? 1lo 1ls 210 215
MILIONISKES stiebai 48 22
PUVOCIAI stiebai 16 24—
KASCIONAI stiebai 4 18—
SENCJI VARENA stiebai 28 26—
VARENA stiebai 32 28
GUDELIAI stiebai 52 17
SALOVARTE stiebai 40 25—
KASETOS stiebai 36 19—
MERKINE stiehai 8 211
DUBININKAS stiehai 56 16—
ZIORAI lapai 18 15
ZI0RAI stiebai 20 —
PERLOJA stiebai 24 23 ]
TRASININKAS stiebai 44 27— 1 Il I
MANCIAGIRE stiebai 12 20
SENCJI VARENA lapai 26 12—
KASETOS lapai 34 5
SALOVARTE lapai 38 11
KASCIONAIL lapai 2 41—
MERKINE lapai & 7
MILIONISKES lapai 46 8
GUDELIAI lapai 50 3
PERLOJA lapai 22 9
PERLOJA ZFiedai 21 37
PUVOCIAI Ziedai 13 38
DUBININKAS Fiedai 53 30 —]
KASETOS Ziedai 33 33
MILIONISKES Ziedai 45 36
SENOJI VARENA Ziedai 25 40
MERKINE Ziedai 5
MANCIAGIRE lapai 10 6 ]
TRASININKAS lapai 42 13 |—|
DUBININKAS lapai 54 2 1 | :
VARENA lapai 30 14
PUNVOCIAL lapai 14 10
KASCIONAI Ziedai 1 32 —
MANCIAGIRE Ziedai 9 34
GUDELIAI Ziedai 49 31 :l
TRASININKAS Ziedai 41 IIII I
ZI0RAI Ziedai 17 43
SALOVARTE Ziedai 37 39 lJl_\TI
VARENA Ziedai 29 42

29 pav. ESC metodu nustatyty individualiy fenoliniy junginiy kiekio pasiskirstymas A. absinthium
skirtinguose morfologiniuose organuose (lapuose, Zieduose, stiebuose) pagal augavietes, klasterinés
analizés dendrograma

3.5. Koreliaciniy rysiy analizé

Tyrimo metu buvo nustatyti tarpusavio koreliacijos rySiai vertinant karciyjy kieciy
(A.absinthium L.) augalines Zaliavas tarp bendro fenoliniy junginiy kiekio ir identifikuoty individualiy
junginiy (3,4-dikafeoilchino rugsties, 3,5-dikafeoilchino rugsties, 4-O-kafeoilchino riigsties, chlorogeno
rugsties, neochlorogeno rugsties) bei FRAP ir ABTS metodais nustatyto antioksidacinio aktyvumo.
Koreliacijy koeficientai apskaiCiuoti taikant Spirmano (Spearman) koreliacija. Koreliaciniy rySiy

analiz¢ ir koeficientai pavaizduoti 4 lentel¢je.
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4 lentelé. Karciyjy kieciy augaliniy Zaliavy individualiy junginiy ir jy ekstrakty antioksidacinio
aktyvumo Spirmano koreliacijos koeficientai (p<0,05)

Bendras FRAP, | ABTS, | 3,4- 3,5- 4-0O- Chlorogeno | Neochlor
fenoliniy umol/g | umol/g | dikafeoilc | dikafeoilch | kafeoilchin | riigsties 0geno
junginiy hino ino o rugsties | kiekis, ug/g | rugsties
kiekis, rugsties rugsties kiekis, kiekis,
mg/g kiekis, kiekis, ug/g ug/g
He/g He/g

Bendra

S

fenolini

y 1 0,917 0,897 0,852 0,803 0,422 0,816 0,618

jungini

u

kiekis,

(mg/g)

FRAP,

(kmol/ 0,917 1 0,899 | 0,792 0,756 0,407 0,814 0,605

g)

ABTS,

(kmol/ 0,897 0,899 1 0,827 0,819 0,458 0,769 0,581

g)

Silpniausias koreliacijos rySys nustatytas tarp 4-O-kafeoilchino riigsties ir bendro fenoliniy
junginiy kiekio (r=0,422), tarp redukcinio aktyvumo ir 4-O-kafeoilchino rigsties (r=0,407) bei
antiradikalinio aktyvumo ir 4-O-kafeoilchino riigSties (r=0,458). Stipriis tarpusavio koreliacijos rySiai
nustatyti tarp bendro fenoliniy junginiy kiekio ir redukcinio aktyvumo (r=0,917), antiradikalinio ir
redukcinio aktyvumo (r=0,899) bei bendro fenoliniy junginiy kiekio ir antiradikalinio aktyvumo
(r=0,897). Visos korealiacijos yra statistiSkai reikSmingos. Apibendrinant galima teigti, kad
antioksidacinis aktyvumas priklauso nuo bendro fenoliniy junginiy kiekio bei individualiy fenoliniy
junginiy, tokiy kaip 3,4-dikafeoilchino riigsties, 3,5-dikafeoilchino riigsties ir cholorgeno riigsties

vaistingje augalinéje zaliavoje.
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3.6. Tyrimy rezultaty apibendrinimas

Parinktas tinkamas tirpiklis augalinés zaliavos ekstrakcijai atlikti, kuris uztikrina maksimaliy
fenoliniy junginiy iSeiga. Nustatyta, kad didziausia fenoliniy junginiy iSeiga gaunama naudojant 70 %
koncentracijos etanol;.

Apibendrinant tyrimy rezultatus galime teigti, kad didZiausias suminis fenoliniy junginiy kiekis
skirtingose morfologinése kar¢iyjy kieciy dalyse nustatytas — Zieduose, o maZziausias — stiebuose.
Atitinkamai stipriausias redukcinis ir antiradikalinis aktyvumas yra gautas — Zieduose, o silpniausias —
stiebuose. Todél vertingiausia karCiyjy kieCiy zaliava, kurig rekomenduojama rinkti Lietuvoje, yra
ziedai. Jvertinus bendrg fenoliniy junginiy kiekj Dzukijos regiono skirtingose augavietése rinkty karciyjy
kieciy zaliavy, iverciai varijuoja placiose ribose. Tam jtakos gal€jo turéti skirtinga nattirali augaviete,
saulés Sviesa, drégmé, dirvoZemis bei temperatiira.

IStyrus individualiy fenoliniy junginiy kiekj karc¢iyjy kieciy etanolinése iStraukose ESC metodu,
buvo identifikuotos penkios skirtingos rtigstys: 3,4-dikafeoilchino riigstis, 3,5-dikafeoilchino riigstis, 4-
O-kafeoilchino riuigStis, chlorogeno rugstis ir neochlorogeno riigstis. Dominuojantys junginiai
skirtingose morfologinése dalyse nustatyti: 3,5-dikafeoilchino ir chlorogeno riigitys. Zieduose ir Zoléje
didZiausia procentiné dalis buvo nustatyta — 3,5-dikafeoilchino rugsties, o lapuose ir stiebuose —
chlorogeno riigsties.

Ivertinus koreliacinius rySius pagal Spirmeno koreliacijos koeficienta, silpniausias koreliacijos
rySys nustatytas tarp 4-O-kafeoilchino riigSties ir bendro fenoliniy junginiy kiekio. Stipriis tarpusavio
koreliacijos rysiai nustatyti tarp bendro fenoliniy junginiy kiekio ir redukcinio aktyvumo, antiradikalinio
ir redukcinio aktyvumo bei bendro fenoliniy junginiy kiekio ir antiradikalinio aktyvumo. Tod¢l galima
teigti, kad antioksidacinis aktyvumas kar¢iyjy kie¢iy skirtingose morfologinése dalyse priklauso nuo

suminio fenoliniy junginiy kiekio.
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4. ISVADOS

. Didziausias fenoliniy junginiy kiekis (173,49 + 5,82 mg GRE/g) nustatytas vaistinés augalinés
zaliavos ekstraktuose ekstrahentu naudojant 70% (V/V) etanolj.

. Lietuvoje nattiraliai auganciy karciyjy kieciy (4.absinthium L.) Zaliavose vidutiniSkai nustatyta
23,90 + 0,49 mg GRE/g fenoliniy junginiy. Daugiausia fenoliniy junginiy nustatyta kar¢iyjy
kieciy zieduose — 29,97 + 0,79 mg GRE/g (p<0,05). Maziausia fenoliniy junginiy iSeiga gauta
stieby éminiuose — 13,99 + 0,27 mg GRE/g (p<0,05). Apskaiciavus variacijos koeficientus,
fenoliniy junginiy kiekybinés sudéties jvairavimui jvertinti tarp skirtingy augavieciy, nustatyta
kad lapy cheminé sudétis yra stabiliausia augavieciy atzvilgiu (CV =1,93 proc.).

. FRAP metodu nustatytas vidutinis redukcinis aktyvumas yra — 63,93 + 3,78 umol TE/g, o ABTS
metodu jvertintas antiradikalinis — 72,77 + 11,07 umol TE/g. Stipriausias redukcinis ir
antiradikalinis aktyvumas yra 4.absinthium zieduose — 87,23 + 4,87 umol TE/g, 100,73 £ 3,95
umol TE/g. Maziausias redukcinis ir antiradikalinis aktyvumas nustatytas stiebuose — 21,03 +
2,53 umol TE/g, 24,49 + 4,12 umol TE/g. Apskaiciavus antioksidacinio aktyvumo variacijos
koeficientus nustatyta, kad maziausias redukcinio aktyvumo koeficientas lapuose, jis siekia 4,92
proc., antiradikalinio aktyvumo — Zieduose (CV= 4,23 proc.).

. Visose tirtose karCiyjy kie€iy etanolinése iStraukose identifikuotos skirtingos rugstys: 3,4-
dikafeoilchino rugstis, 3,5-dikafeoilchino rugstis, 4-O-kafeoilchino riigstis, chlorogeno riigstis ir
neochlorogeno riigstys. DidZiausias suminis identifikuoty fenoliniy junginiy kiekis, nustatytas
A.absinthium zieduose 11576,31 ng/g (p<0,05) ir lapuose 8858,97 ng/g (p<0,05). Maziausias
bendras istirty junginiy kiekis aptiktas stiebuose — 2106,75 pg/g (p<0,05). Dominuojantys
junginiai karciyjy kie€iy éminiuose nustatyti 3,5-dikafeoilchino riigstis ir chlorogeno rugstis.
Sios riigstys galéty biti panaudotos kaip fitocheminiai ir antioksidantiniai Zymenys.

. Atlikus klastering hierarching analiz¢ ir nubraizius bendrag fenoliniy junginiy dendrograma,
nustatyti lapy, ziedy ir stieby klasteriuose dominuojantys junginiai, kurie gali buiti panaudoti kaip
analitiniai Zymenys. Pirmajame klasteryje vyrauja chlorogeno riigstis ir neochlorogeno riigstis.

Ketvirtajame 3,4-dikafeoilchino ir 3,5-dikafeoilchino riigstys, 4-O-kafeoilchino riigstis.
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5. PRAKTINES REKOMENDACIJOS

Vaistinés augalinés Zaliavos ekstrakcijai atlikti rekomenduojama naudoti 70% (V/V) etanolinj
ekstrakcijos tirpiklj. Tyrimo metu nustac¢ius bendra fenoliniy junginiy kiekj, antioksidacinj aktyvuma ir
identifikavus individualius fenolinius junginius karc¢iyjy kieciy etanolinése iStraukose, rekomenduojama
masinio zZydéjimo metu rinkti kar¢iyjy kieciy (4. absinthium L.) ziedus ir lapus. 3,5-dikafeoilchino
rugstis ir chlorogeno riigStis gali biiti panaudotos kaip analitiniai Zymenys karc¢iyjy kieciy vaistinés
augalinés Zaliavos kokybés uztikrinimo ir kokybés kontrolés tyrimuose.

Tolimesniuose tyrimuose biity tikslinga iStirti, kaip kinta fenoliniy junginiy kiekis ir

antioksidacinis aktyvumas vegetacijos laikotarpiu.
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